































Los! receptores! NMDA! (RNMDA)! están! involucrados! en! plasticidad! sináptica! y! en!
procesamiento! de! memorias.! El! hipocampo! es! una! estructura! cerebral! que! participa! en! la!
formación!de!memorias!de! largo!pazo! (MLP),! y! se!encuentra!afectada! tempranamente!en! la!
Enfermedad!de!Alzheimer!(EA).!







GluN2A!en!hipocampo.!A! las!24!horas,! los!niveles!de!GluN1!y!GluN2A! fueron! similares! a! los!










podría! estar!modificado!en!el! envejecimiento,! y! que!dicho!aumento!no! sería! un!mecanismo!
requerido!para!la!formación!de!la!MLP!de!habituación.!!




Los! incrementos! en! GluN1! y! GluN2A! podrían! estar! relacionados! con! el!
establecimiento/persistencia! de! la! plasticidad! sináptica,! contribuyendo! a! la! transición! de!





compensatoria/homeostática! una! vez! que! la! sinapsis! sufre! algún! cambio! plástico,! como! la!










observamos! que! 30!minutos! después! de! la! estimulación! hubo! aumento! de!GluN1! y!GluN2A!
(inmunofluorescencia)!en!las!espinas!“dendríticas”,!sin!modificación!en!la!inmunofluorescencia!




Para! investigar! el! rol! especÍfico! de! GluN2A! y! GluN2B! en! la! formación! de!memorias,!
desarrollamos! vectores! amplicón! 2A(AS)! y! 2B(AS)! que,! mediante! la! expresión! de! ARN!










down' de! las! subunidades! GluN2A! y! GluN2B! in' vivo! en! los! hipocampos,! verificamos! su!
efectividad!in'vitro.'En!un!futuro!se!deberán!hacer!estudios!en!cortes!seriados!para!determinar!
las!células!infectadas,!y!aquellas!con!disminución!efectiva!de!las!subunidades!respectivas.!!
Teniendo! en! cuenta! los! resultados! obtenidos! con! vectores! 2B(AS),! la! subunidad!
GluN2B!a!la!que!se!unirían!los!oAβ!no!constituiría!un!blanco!aceptable!para!una!terapia!de!EA,!
por! lo! que! decidimos! desarrollar! un! anticuerpo! monocatenario,! específico! contra! oAβ,!




• NMDA% receptor% subunits% in% the% adult% rat% hippocampus% undergo% similar% changes%
after%5%minutes%in%an%open%field%and%after%LTP%induction.!Baez!MV,!Oberholzer!MV,!
Cercato! MC,! Snitcofsky! M,! Aguirre! AI,! Jerusalinsky! DA.! (2013)! PLoS! One,!
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como! neurotransmisor! es! transmitido! de! una! neurona! a! otra! a! través! de! la! sinapsis.! La!
liberación! de! glutamato! por! una! neurona! >presináptica>! está! finamente! regulada.! Una! vez!
liberado!a! la!hendidura!sináptica,!el!glutamato!es!detectado!por! los!receptores!de!glutamato!
en!la!neurona!adyacente!>postsináptica>,!formando!la!base!de!la!neurotransmisión!en!muchas!
de! las!aproximadamente!1014! sinapsis!del!cerebro!humano! (Kandel!y!col.,!1995).!Tanto!en!el!
cerebro! como! en! la! médula! espinal,! el! aminoácido! glutamato! media! la! gran! mayoría! de! la!
neurotransmisión!excitatoria!(ver!Traynelis!y!col.,!2010).!!







específicos! de! actividad! neuronal! en! cambios! de! larga! duración! en! la! estructura! y! función!
sinápticas,!que!serían!los!mecanismos!subyacentes!a!funciones!cognitivas!complejas.!
Los!RNMDA!son!canales!iónicos!activados!por!ligando!que!resultan!inusuales!ya!que!la!
mayoría! se! encuentra! bloqueado! por!Mg2+,! por! lo! que! su! activación! no! sólo! requiere! de! la!
unión!de!los!dos!agonistas!(glutamato!y!glicina)!(Johnson!y!Ascher,!1987),!sino!también!de!la!
liberación!de!mencionado!bloqueo!por!Mg2+,!gracias!a!una!despolarización!concomitante!de!la!
membrana! sináptica! (Nowak! y! col.,! 1984;! Wang! y! MacDonald,! 1995).! La! apertura! de! los!
RNMDA!da!lugar!a!un!importante!influjo!de!Ca2+,!pudiendo!incluir!otros!cationes,!e!inicia!una!
cascada!de!transducción!de!señales!con!efectos!relevantes!en!la!neuroplasticidad.!Los!RNMDA!
están! involucrados! en! la! potenciación! y! en! la! depresión! de! larga! duración! (LTP! y! LTD,!
respectivamente)! (Bliss! y! Collingridge,! 1993;! Lisman! y! McIntyre,! 2001;! MacDermott! y! col.,!







Los! RNMDA! están! involucrados! fisiológicamente! en! plasticidad! sináptica! y! neuronal,!





momento! se!han! identificado!7! subunidades!diferentes,!que!pueden!clasificarse!dentro!de!3!
subfamilias!de!acuerdo!a!las!homologías!de!sus!secuencias!(Moriyoshi!y!col.,!1991;!Nakanishi!y!
col.,!1992;!Hollmann!y!Heinemann,!1994;!ver!Traynelis!y!col.,!2010;!ver!Paoletti!y!col.,!2013):!
GluN1:! codificada! por! un! único! gen.! Presenta! 8! isoformas! por! splicing! alternativo:!
GluN1a>4a!y!GluN1b>4b.!
GluN2(A8D):!codificadas!por!4!genes!distintos.!




Figura! 1.! Regiones! codificantes! y! estructura! de! las! subunidades! del! RNMDA.! Hasta! el!
momento!han!sido!identificadas!7!subunidades!del!RNMDA:!GluN1,!GluN2A>GluN2D!y!GluN3A!y!GluN3B.!
La!heterogeneidad!es!mayor!aún!ya!que!las!subunidades!GluN1!y!Glun3A!presentan!distintas!variantes!
determinadas! por! splicing( alternativo.! En! A)! se! esquematizan! las! secuencias! codificantes! y! en! B)! la!
estructura!de!los!RNMDA.!DNT:!dominio!N>terminal;!DUA:!dominio!de!unión!de!agonistas.!DCT:!dominio!




tamaño!está!determinada!principalmente!por! la! longitud!del! dominio! carboxilo! (C)>terminal,!
región! que! está! involucrada! en! el! transporte! del! receptor! y! que! acopla! el! receptor! a! las!
cascadas!de!señalización.!
Los! RNMDA! son! heterotetrámeros! compuestos! por! dos! subunidades! GluN1! siempre!
presentes!junto!con!dos!subunidades!regulatorias.!Mayormente,!las!subunidades!regulatorias!
son! GluN2,! o! una! mezcla! de! subunidades! GluN2! y! GluN3.! Las! subunidades! regulatorias!
contribuyen!a!determinar! las!propiedades! fisiológicas!y! farmacológicas!del! receptor,!como! la!
intensidad! del! bloqueo! por! Mg2+,! que! le! confiere! dependencia! del! voltaje! (ver! Clarke! y!
Johnson,! 2006).! La! incorporación! diferencial! de! las! subunidades!GluN2! y!GluN3! es! la! fuente!






compuestas! por! dos! subunidades! GluN1! y! dos! subunidades! GluN2! y/o! GluN3;! en! hipocampo!
predominan! las! subunidades! regulatorias! GluN2(A>B).! El! canal! presenta! un! bloqueo! por! Mg2+,!
dependiente! de! voltaje,! que! se! libera! con! la! despolarización! de! la! neurona.! La! unión! de! glutamato! y!





con! diferencias! en! la! expresión! de! las! isoformas! (Paoletti,! 2011).! La! relevancia! funcional! de!
esta!expresión!diferencial!es!aún!desconocida.!
Las! 4! subunidades! GluN2,! que! son! las! determinantes! más! importantes! de! la!
heterogeneidad! funcional! del! receptor,! muestran! perfiles! de! expresión! espacio>temporal!
llamativamente!diferentes!(Akazawa!y!col.,!1994;!Monyer!y!col.,!1994;!Sheng!y!col.,!1994).!En!
la! Figura! 3! se! esquematiza! la! expresión! de! las! subunidades! del! RNMDA! a! lo! largo! del!
desarrollo.!
!
Figura! 3.! Expresión! de! las! subunidades! del! RNMDA! a! lo! largo! del! desarrollo.! Perfil! de!
expresión! de! las! distintas! subunidades! del! RNMDA! en! cerebro! de! ratón,! a! distintas! edades:! día! del!
nacimiento!(día!post>natal!0,!P0),!dos!semanas!luego!del!nacimiento!(P14)!y!en!adultos.!Figura!adaptada!
de!Paoletti!y!col.!(2013).!
En! roedores,! las! subunidades! del! RNMDA! GluN2B! y! GluN2D! se! expresan! desde! el!
período! prenatal! y! predominan! hasta! las! 2! semanas! de! vida,! cuando! comienzan! a! disminuir!
(Quinlan!y!col.,!2004;!Sheng!y!col.,!1994),!mientras!que!GluN2A!y!GluN2C!aumentan!luego!del!
nacimiento.!Inicialmente!predominan!las!subunidades!GluN2B!y!luego!comienzan!a!aumentar!
las!GluN2A,!particularmente!en!el! telencéfalo.! Los!cambios!más! importantes!en! los!patrones!
de! expresión! de! las! subunidades! GluN2! ocurren! durante! las! dos! primeras! semanas! de! vida!
postnatal.! La! expresión! de! GluN2A! comienza! poco! después! del! nacimiento! y! aumenta!
sostenidamente!hasta!expresarse!amplia!y!abundantemente!en!prácticamente!cada!región!del!
SNC! en! el! adulto.! Simultáneamente! al! progresivo! aumento! de! la! expresión! de! GluN2A,! la!
expresión!de!GluN2D!decae!marcadamente!y,!en!el!adulto,!se!encuentra!expresada!en!niveles!
bajos,!mayormente!en!el!diencéfalo!y!el!mesencéfalo.!En!marcado!contraste!con!la!expresión!
de! GluN2D,! los! niveles! de! expresión! de! GluN2B! se! mantienen! altos! luego! del! nacimiento,!
llegando! a! su! máximo! nivel! alrededor! de! la! primera! semana! de! vida! postnatal;! luego,! la!
distribución! de! esta! subunidad! se! restringe! progresivamente! al! telencéfalo.! La! expresión! de!
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GluN2C! aparece! tarde! en! el! desarrollo,! alrededor! del! día! postnatal! 10! (P10),! y! su! expresión!
está!principalmente!confinada!al!cerebelo!y!bulbo!olfatorio.!Las!subunidades!GluN3A!y!GluN3B!
también!presentan!perfiles!de!expresión!diferentes!a! lo! largo!de! la!ontogenia!(Henson!y!col.,!
2010;!Pachernegg!y!col.,!2012).!La!expresión!específica!de!las!subunidades!GluN2B,!GluN2D!y!
GluN3A,!tempranamente!en!el!desarrollo,!sugiere!fuertemente!que!estas!subunidades!podrían!
ser! importantes! para! la! sinaptogénesis! y! la! maduración! sináptica! (Henson! y! col.,! 2010;!
Pachernegg!y!col.,!2012).!
En! el! SNC! adulto,! particularmente! en! estructuras! del! sistema! límbico! involucradas! en!
funciones! cognitivas! y! afectivas,! como! el! hipocampo,! la! amígdala,! la! corteza! cerebral!
parahipocámpica,! entorrinal! y! prefrontal,! predominan! las! subunidades! GluN2A! y! GluN2B!
(Akazawa!y!col.,!1994;!Monyer!y!col.,!1994;!Watanabe!y!col.,!1992).!
Los! RNMDA! presentan! propiedades! remarcables! que! los! distinguen! de! otros! tipos! de!
receptores!ionotrópicos!activados!por!ligando!(Cull>Candy!y!Leszkiewicz,!2004;!Paoletti,!2011;!
Traynelis!y!col.,!2010).!Como!ya!se!mencionó,!sus!canales! iónicos!están!sujetos!a!un!bloqueo!
por!Mg2+!dependiente!de!voltaje,! son!altamente!permeables!a!Ca2+! y! su!activación! requiere,!
además! del! desbloqueo,! de! la! presencia! de! glutamato! y! del! co>agonista! glicina! (o!D>serina).!
Presentan! cinética! de! apertura>cierre! lenta! (inusual)! debido! a! que! liberan! lentamente! el!
glutamato.! Los! RNMDA! cuentan! con! varios! sitios! modulatorios! que! le! confieren! una!
sensibilidad! exquisita! al! microentorno! extracelular.! Sus! dominios! C>terminal! largos! les!
permiten!establecer!una!gran!cantidad!de!interacciones!intracelulares.!Los!subtipos!de!RNMDA!
presentan! marcadas! variaciones! en! sus! propiedades! biofísicas,! farmacológicas! y! de!
señalización! del! receptor.! Tanto! la! conductancia! del! canal,! como! el! bloqueo! por! Mg2+! y! la!
permeabilidad!al!Ca2+,!están!influenciados!por!la!composición!en!subunidades.!La!identidad!de!
la!subunidad!GluN2!también!es!determinante!de!varias!propiedades!de!apertura,!incluyendo!la!
máxima! probabilidad! de! apertura! del! canal,! la! sensibilidad! a! los! agonistas! y! la! cinética! de!
desactivación.!Los!subtipos!de!RNMDA!conteniendo!GluN2A!y!GluN2B!se!caracterizan!por!una!
fuerte!dependencia!del!voltaje!(requieren!de!una!elevada!despolarización!para!que!se!libere!el!
bloqueo!por!Mg2+),! lento!decaimiento! y! alta! conductancia! al! Ca2+;! sin!embargo,! los!RNMDA>
GluN2B!presentan!mayor! afinidad!por! la! calcio>calmodulina! kinasa! II! (CaMKII),! apertura!más!
prolongada!del!canal!y!mayor!capacidad!de!carga!que! los!RNMDA>GluN2A! (Strack!y!Colbran,!
1998;! ver! Yashiro! y! Philpot,! 2008).! El! subtipo! de! RNMDA! conteniendo! subunidades! GluN2A!
(RNMDA>GluN2A)! presenta! mayor! probabilidad! de! apertura! del! canal! que! el! receptor!
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conteniendo! GluN2B>D! (RNMDA>GluN2(B>D)).! Sin! embargo,! los! RNMDA>GluN2A! presentan!
más!baja!sensibilidad!tanto!a!glutamato!como!a!glicina!(Vicini!y!col.,!1998).!
RNMDA!Y!MEMORIA!






Desde! la! propuesta! de! la! hipótesis! ”RNMDA>LTP”! por! Richard! Morris,! involucrando!
directamente!a!los!RNMDA!en!plasticidad!sináptica,!y!a!ésta!como!base!del!establecimiento!de!
una! memoria! (Morris! y! col.,! 1986)! en! el! marco! de! la! “Teoría! sináptica! de! la! memoria”,! la!
relación!de!los!RNMDA!con!la!plasticidad!sináptica!y!la!memoria!(ver!Yashiro!y!Philpot,!2008)!
ha!sido!intensamente!estudiada!(Cercato!y!col.,!2014;!Lau!y!Zukin,!2007;!Tsien!y!col.,!1996).!En!
estudios! comportamentales! en! ratas,! la! aplicación! intra>hipocampo! o! intra>amígdala! del!
antagonista!del!RNMDA!APV!produjo!amnesia!en!la!tarea!de!evitación!inhibitoria!(Izquierdo!y!
col.,! 1992;! Jerusalinsky! y! col.,! 1992).! Los! agonistas! del! RNMDA,! en! cambio,! favorecieron! el!
proceso!de!consolidación!de!memorias!(ver!Izquierdo!y!Medina,!1995;!Izquierdo!y!col.,!1992).!
Ratones!modificados!genéticamente!con!knock+down! (KO)!de!GluN1!en!estadíos!postnatales,!
predominantemente! en! las! células! piramidales! de! la! región! CA1,! presentaron! un! desarrollo!
aparentemente! normal! pero!mostraron! déficits! severos! en! la! versión! espacial! del! Laberinto!
Acuático! de!Morris! (LAM)! (Tsien! y! col.,! 1996).! En! registros! electrofisiológicos! in( vivo! de! las!
células!piramidales!de!la!región!CA1,!se!observó!que!las!place(cells!registradas!en!estos!ratones!





hasta! alrededor! de! los! 2! meses! de! edad! (Fukaya! y! col.,! 2003).! Sin! embargo,! a! partir! de! la!
tercera!semana!podrían!haber!ocurrido!alteraciones!en!el!desarrollo!por!la!falta!de!expresión!




En! nuestro! laboratorio! se! ha! comprobado! que! antagonistas! relativamente! selectivos!
para! GluN2B! facilitaron! la! consolidación! de! memorias! (Cercato! y! col.,! 2014;! Cheli,! 2006).!
Dalton!y!col.!(2012)!demostraron!que!el!bloqueo!de!los!RNMDA>GluN2A!por!el!atagonista!NVP!
perjudicó! tanto! la! LTP! en! rodajas! de! amígdala! como! la! adquisición! de! una! memoria! de!
condicionamiento!al!miedo.!Sin!embargo,!NVP!no!afectó!la!LTD!ni!la!extinción!del!la!memoria!
de! condicionamiento! al! miedo.! Por! otro! lado,! demostraron! que! el! bloqueo! de! los! RNMDA>
GluN2B!por!el!antagonista!Ro25>6981!impidió! la!LTD!en!rodajas!de!amígdala!y!el!aprendizaje!
de! la!extinción!de! la!memoria!condicionada!por!el!miedo,!mientras!que!no!tuvo!efecto!en! la!
inducción! de! LTP! ni! en! la! adquisición! de! la! memoria! condicionada! por! el! miedo.! Estos!
resultados!evidencian!el!rol!diferencial!de!los!RNMDA!conteniendo!GluN2A!(RNMDA>GluN2A)!








En! rodajas! de! hipocampo! de! ratas! peri>puberales! se! ha! observado! que! el! tipo! de!
receptores!glutamatérgicos!(RNMDA!o!RAMPAs)!potenciados!durante!el!establecimiento,!de!la!
LTP! está! determinado! por! el! grado! de! activación! de! los! RNMDA! durante! la! estimulación!
tetánica! (Aniksztejn!y!Ben>Ari,!1995).!Por!otra!parte,!en!cultivos!organotípicos!de!hipocampo!
de!neonatos!(P6>7),!se!observó!aumento!!del!nivel!de!GluN2A!en!membranas!dendríticas!luego!









del! RNMDA! (Grosshans! y! col.,! 2002).! A! partir! de! ensayos! electrofisiológicos! realizados! en!
rodajas!de!hipocampo!de!ratas!neonatas,!se!ha!inferido!que!hay!un!incremento!rápido!(menos!
de!un!seg)!de!GluN2A!en!la!superficie!celular!luego!de!la!inducción!de!LTP.!Este!incremento!fue!
atribuido! a! movilidad! lateral! de! los! RNMDA>GluN2A! desde! un! pool( extrasináptico! hacia! la!
superficie!celular!(Bellone!y!Nicoll,!2007).!Matta!y!col.!(2011)!demostraron!que!el!cambio!en!la!
composición!de!subunidades!GluN2!durante!la!LTP!depende!de!actividad!(Matta!y!col.,!2011).!
Recientemente,! se!ha!demostrado!que! la! traducción! local!y!el!ensamble!de!nuevos!RNMDA>
GluN2A!también!podrían!estar!involucrados!en!este!proceso;!estos!eventos!fueron!observados!






destreza! motora! (Henderson! y! col.,! 2012).! Pero,! fuera! de! este! antecedente,! poco! se! sabe!









compleja! e! incluye! inflamación! cerebral,! estrés! oxidativo! neuronal,! pérdida! de! sinapsis! y!
degeneración! de! poblaciones! neuronales! específicas! (Terry! y! col.,! 1999).! En! la! EA! es!
característico! el! aumento! de! péptidos! amiloides>β! (Aβ)! generados! a! partir! de! la! proteína!




La! “hipótesis! amiloide”! (Hardy! y! Selkoe,! 2002)! propone! que! una! alta! concentración!
extracelular! de! Aβ! sería! responsable! del! deterioro! cognitivo! en! la! EA.! Éste! fue! uno! de! los!
modelos!más! ampliamente! aceptados! para! la! fisiopatología! que! subyace! a! la! EA.! En!medio!
acuoso,! el! Aβ! sintético! se! auto>asocia! espontáneamente,! formando! agregados! fibrilares!
semejantes! a! los! encontrados!en! las!placas! seniles!de! los! cerebros!de!pacientes! con!EA.! Las!
fibras!formadas!por!el!péptido!Aβ!son!neurotóxicas,!mientras!que!el!Aβ!monomérico!no!lo!es!




En! la! última! década! se! han! acumulado! evidencias! indicando! que! los! oAβ! >y! no! las! fibras!








dendríticas! (Lacor! y! col.,! 2007),! internalización!de! receptores! (De! Felice! y! col.,! 2007;! Zhao! y!
col.,! 2008),! hiperfosforilación! de! la! proteína! asociada! a! microtúbulos! Tau! (De! Felice! y! col.,!
2008),! estrés! oxidativo! (De! Felice! y! col.,! 2007)! e! inhibición! del! tráfico! axonal! (Decker! y! col.,!




La! APP! se! expresa! constitutivamente! en! la! superficie! neuronal,! donde! puede! ser!
clivada! normalmente! por! una! α>secretasa! para! formar! sAPPα! (soluble)! y! el! fragmento! CTFα!
como! parte! de! la! cascada! no! amiloidogénica.! En! la! vía! amiloidogénica,! La! APP! sería!
internalizada! en! endosomas! y! luego! sería! clivada! por! la! β>secretasa! BACE,! produciendo! los!
fragmentos!sAAPβ!(solubles)!y!el!CTFβ.!Este!último!puede!ser!clivado!por!una!γ>secretasa!(por!
ejemplo,!por!el!complejo!que!contiene!a! la!presenilina>1),! liberando!el!péptido!Aβ!y!el!AICD.!





forma! secuencial.! En! la! vía! no! amiloidogénica,! la! APP! es! clivada! por! la! α>secretasa! y! luego! por! la! ɤ>
secretasa,!generando!péptidos!inofensivos.!En!la!vía!amiloidogénica,!el!clivaje!secuencial!de!la!APP!por!
la!β>secretasa!y!luego!por!la!ɤ>secretasa,!libera!un!péptido!β>amiloide!(Aβ)!que,!al!acumularse,!se!agrega!
y! oligomeriza! formando! finalmente! las! placas! seniles.! Los! oligómeros! Aβ! producen! importantes!
alteraciones!a!nivel!neuronal!y!comportamental.!Figura!adaptada!de!Gandy!(2005).!
ejemplo,!ser!secretados.!En!una!vía!alternativa,!los!péptidos!Aβ!pueden!reciclarse!a!través!del!





Los!oAβ! son!actualmente! considerados! las!neurotoxinas! responsables!de! la!disfunción!




>o!podría!asociarse! indirectamente>,! interactuando!con!moléculas!que!unen!Aβ;!segundo,! los!





formación! de! los! Aβ! (Malinow,! 2012).! Tanto! nuestro! equipo! como! otros! investigadores! (De!
Felice! y! col.,! 2007;! Decker! y! col.,! 2010a,! 2010b;! Kawamoto! y! col.,! 2008;! Klein! y! col.,! 2004;!
Shankar!y!col.,!2008,!2007),!hemos!estudiado! los!RNMDA!como!posibles!blancos!de! los!oAβ,!
reforzando!la!hipótesis!de!que!la!unión!de!los!oAβ!aumentaría!el!flujo!de!Ca2+!por!los!mismos!












!homeostasis!del!Ca2+! (Kelly! y! Ferreira,!2006),! aumento!del!estrés!oxidativo! (De!Felice!y! col.,!
2007;! Decker! y! col.,! 2010a)! y! déficits! en! la! LTP! (Dewachter! y! col.,! 2009),! con! posterior!
disminución!del!RNMDA!en!la!superficie!neuronal.!Entre!otras!alteraciones,!el!incremento!de!la!
entrada!de!Ca2+!y!del!estrés!oxidativo!(De!Felice!y!col.,!2007)!daría!lugar!a!hiperfosforilación!de!
Tau! (De! Felice! y! col.,! 2008),! inhibición! del! tráfico! axonal! (Decker! y! col.,! 2010b),! pérdida! de!




participación! diferencial! de! subtipos! de! RNMDA! en! la! unión! y! en! los! efectos! deletéreos!
instigados!por! los!oAβ,!aún!quedan!varios! interrogantes!por!responder!(Ferreira!y!col.,!2012;!
ver!Ferreira!y!Klein,!2011;!Shankar!y!col.,!2008).!
Existen!muchos!modelos! de! roedores! transgénicos! (Tg),! principalmente! ratones! (ver!
Do! Carmo! y! Cuello,! 2013).! En! particular,! hay! un!modelo! Tg! de! la! EA! en! ratón! (Lacor! y! col.,!
2004;! Lesné! y! col.,! 2006)! ampliamente! utilizado,! y! uno! desarrollado! recientemente! en! rata!
(Leon! y! col.,! 2010),! ambos! expresando! la! APP! humana! con! mutaciones! producen! un!
incremento! de! la! concentración! del! Aβ,! como! las! que! se! encuentran! en! algunas! formas!
familiares!de!la!EA.!
Las! ratas! Tg!McGill>Thy1>R>APP! (Leon!y! col.,! 2010)! expresan!el!APP!humano! con!dos!
mutaciones! (Swedish!e! Indiana)! frecuentes!en! la! EA! familiar.! Estos! animales!desarrollan!una!
acumulación!progresiva!de!Aβ!intraneuronal,!con!un!fenotipo!que!se!establece!a! los!3!meses!
de! edad,! edad! a! la! que! los! homocigotas! ya! presentan! deterioro! cognitivo.! A! partir! de! los! 6!
meses! en! los! homocigotas! se! observan! depósitos! amiloides! extracelulares! y! deterioro!
cognitivo! (evaluado! en! el! LAM).! A! los! 13! meses,! el! deterioro! cognitivo! es! prominente! y!
correlaciona! positivamente! con! los! niveles! de! Aβ! soluble! en! corteza! en! homocigotas.! Los!
animales! hemicigotas! muestran!menor! deterioro! cognitivo! que! los! homocigotas,! sugiriendo!










establecer! características!que!pudieran! tener! relación!con! la!edad.!Por!otro! lado,!evaluamos!
ratas! Tg! modelo! de! la! EA! adultas! jóvenes! y! de! 1! año! de! edad,! con! el! fin! de! discriminar!
características! que! pudieran! tener! relación! con! la! edad! o! con! el! grado! de! avance! de! la!
patología.! Por! último,! investigamos! los! posibles! mecanismos! celulares! involucrados! en! los!
fenómenos!observados,!empleando!un!modelo!in(vitro.!
Nos!propusimos!desarrollar!vectores!virales!neurotrópicos!para!modificar!la!expresión!



































sináptica!y!en!el!procesamiento!del!aprendizaje!y! la!memoria.!Se! investigan! las! funciones!de!
ambos! sistemas! y! su! interacción,! con! un! abordaje! neuroquímico,! de! biología! molecular,!
comportamental!y!electrofisiológico.!
! Los!objetivos!generales!de!este!trabajo!de!Tesis!fueron!(1)!estudiar!el!rol!de!subtipos!de!
receptores! NMDA! (RNMDA)! en! diferentes! procesos! relacionados! con! el! aprendizaje! y! la!
memoria,! tanto! en! condiciones! “normales”! como! en! un! modelo! de! la! enfermedad! de!
Alzheimer!(EA),!en!animales!adultos! jóvenes!y!en!animales!de!1!año;! (2)!desarrollar!vectores!
amplicón! que! nos! permitieran! modificar! la! expresión! de! las! subunidades! regulatorias! del!
RNMDA!GluN2A!y!GluN2B,!predominantes!en!estructuras!relacionadas!con!procesamiento!de!
la! memoria,! como! el! hipocampo,! para! profundizar! en! el! rol! de! esas! subunidades! en! la!
formación!de!memorias;!y!por!otra!parte,!nos!propusimos!3)!desarrollar!vectores!amplicón!que!
expresaran!un!anticuerpo!monocatenario! (scFv),! específico! contra!oligómeros!del!péptido!βW
amiloide!(oAβ),!como!una!posible!estrategia!experimental!contra!la!EA.!!
OBJETIVOS!ESPECÍFICOS!




i. en! “condiciones! normales”! en! ratas! Wistar! de! genotipo! salvaje! (Controles)!
adultas!jóvenes!y!de!1!año!de!edad,!con!el!fin!de!discriminar!características!que!
pudieran!tener!relación!con!la!edad.!
ii. en!“condiciones!patológicas”!en! ratas! transgénicas! (Tg)!modelo!de! la!EA:! ratas!
McGillWRWThy1WAPP,!que!expresan!el!gen!de! la!proteína!precursora!del!amiloide!
(APP)!humana!conteniendo!las!mutaciones!Swedish!e!Indiana!(Leon!et!al.,!2010),!




b. Estudiar!en!un!modelo! in+vitro! los!posibles!mecanismos! involucrados!a!nivel!celular!
en!los!fenómenos!observados.!




b. Investigar!el!rol!de! las!subunidades!GluN2A!y!GluN2B!en! la! formación!de!memorias!
dependientes! de! hipocampo,! en! ratas! inoculadas! con! los! vectores! amplicón!
desarrollados! para! producir! el! knock2down! (KD)! de! cada! subunidad,! y! verificar! la!




































albina! cepa!Wistar)! de! genotipo! salvaje! y! con! ratas!Wistar! transgénicas! (Tg)! cepa!McGillCRC
Thy1CAPP! (Leon! y! col.,! 2010).! En! la! Figura! 6! se! muestra! una! fotografía! de! una! rata!Wistar!
adulta!de!genotipo!salvaje.!
!
Figura! 6.! Rata!Wistar.! Los! sujetos! experimentales! utlizados! fueron! ratas!Wistar! de! genotipo!
salvaje!y!ratas!Wistar!cepa!McGillCRCThy1CAPP.!
Los!animales!fueron!criados!en!la!Sala!de!Animales!de!Experimentación!del!Instituto!de!
Biología! Celular! y! Neurociencia! (CONICETCUBA),! Argentina,! con! un! ciclo! de! luzCoscuridad!
invertido,!es!decir,!con! luces!encendidas!de!20:00!h!a!8:00!h.!De!este!modo,! los!animales!se!








biopsia! de! una! pequeña!muestra! de! la! oreja! de! cada! animal.! Para! la! extracción! del! ADN,! el!
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tejido!se!digiere!por!incubación!a!55!oC!durante!la!noche!(ON)!en!100!μl!de!buffer!de!lisis!(SDS!

















En! la! Figura! 7! se! muestran! dos! corridas! electroforéticas! representativas! de! la!
genotipificación.! Se! indica! con! flechas! el! tamaño! esperado! para! las! productos! de! PCR! del!
transgén!hAβPP!(387!pb)!y!la!ciclofilina!G!(248!pb).!!
!
Figura! 7.! Migraciones! electroforéticas! en! geles! de! agarosa! representativas! de! la!
genotipificación.!Migraciones!electroforéticas!de!productos!de!PCR!en!geles!de!agarosa!2%,!visualizadas!
por! transiluminación.! Se! denominó! Tg! (+)! a! los! animales! cuyas!muestras! presentaron! una! banda! del!
tamaño! esperado! para! el! producto! de! PCR! correspondiente! al! hAβPP! (387! pb).! Los! animales! cuyas!







estímulo.! Se! expresa! comportamentalmente! como! una! disminución! de! la! respuesta! ante! la!
presentación! repetida! de! un! estímulo.! La! habituación! es! un! mecanismo! fundamental! en! la!
adaptación! de! un! organismo! a! su! ambiente,! ya! que! contribuye! a! organizar! las! respuestas!
comportamentales!ante! la!gran!cantidad!de!estímulos!existentes!en!el!ambiente,! sobre! todo!
frente!a!aquellos!estímulos!que!resulten!irrelevantes.!
El! paradigma! del! CA! permite! evaluar,! entre! otros! parámetros,! el! comportamiento!
exploratorio!a!través!de!la!locomoción!medida!como!cruzamientos!de!cuadrantes!dibujados!en!
el! suelo! (exploración!horizontal),! las! elevaciones! en!postura!bípeda! y! olfateos! con! la! cabeza!








y! de! acicalamientos! realizados! en! las! dos! sesiones! para! evaluar! la! habituación! a! largo! plazo!
(formación! de! MLP! de! habituación).! La! disminución! en! la! respuesta! comportamental! de!
exploración,!ante!la!presentación!reiterada!(o!prolongada)!del!estímulo!(ambiente!novedoso),!
indica!que!el!animal!se!ha!habituado!a!ese!ambiente.!En!general,!los!parámetros!más!sensibles!
que! se! registran! en! los! roedores! son! el! número! de! ! elevaciones! sobre! las! patas! traseras!
(exploración! vertical)! y! el! número! de! cruzamientos! (exploración! horizontal).! El! número! ! de!
acicalamientos! y! el! tiempo! dedicado! a! esta! actividad! pueden! no! variar! o! incluso! aumentar!
(Thiel!y!col.,!1998).!














patas! de! un! cuadrante! a! otro,! las! elevaciones! en! dos! patas! y! los! acicalamientos!min! a!min!
durante!los!5!min!que!dura!la!sesión.!
CULTIVO!PRIMARIO!DE!NEURONAS!
Se! aislan! hipocampos! o! corteza! de! embriones! de! ratas! Wistar! de! 17C18! días! de!
gestación! (E17C18)! siguiendo! un! protocolo! basado! en! el! descrito! por! Brewer! y! col.! (Brewer,!
1995;!Brewer!y!col.,!1993),!con!algunas!modificaciones.!!










Los! hipocampos! y/o! cortezas! se! lavan! dos! veces! con! Hank’s& Balanced& Salt& Solution!
(HBSS).!El!tejido!se!pasa!a!un!tubo!falcon!y!se!descarta!el!sobrante!de!HBSS.!Se!agrega!2!ml!de!











que! por! cada! embrión! se! obtienen! 106! precursores! neuronales.! En! placas! previamente!
polilisinadas! se! siembran,! para! ensayos! de!Western& blot,! 500000! células/pocillo! en! placas!
MW6! y,! para! ensayos! de! inmunocitoquímica,! 120000! células/placa! en! placas! p60! con!
cubreobjetos! circulares! de! 12! mm! de! diámetro! previamente! tratados! para! aumentar! su!
porosidad! (ver!abajo).! La! siembra!se! realiza!en!un!volumen!mínimo!de!1,5!ml!por!pocillo!en!
MW6,!2!ml!en!placas!de!35!mm!de!diámetro!y!0.5!ml!en!placas!MW24.!
Los!cultivos!se!mantienen!en!incubador!humidificado!con!atmósfera!de!CO2!al!5!%.!A!
partir! de! los! 7! DIVs,! se! realizan! cambios! de!medio! dos! veces! por! semana:! se! retira! 1/3! del!
volumen!que!se!conserva!a!4!oC!para!su!uso!posterior!(NB!reciclado)!y!se!agrega!NB!completo!
fresco!hasta!completar!el!volumen.!
Con! el! objetivo! de! aumentar! la! porosidad! de! los! cubreobjetos! para! mejorar! la!
adherencia!de! las!células,! se! tratan! los!cubreobjetos!con!acetona!en!agitación!constante!por!
20! minutos,! se! lavan! con! etanol! 96o,! seguido! por! etanol! 70! %! y! agua! destilada! estéril,! y!























XC100! en! PBS).! En! cámara! húmeda,! sobre! una! superficie! cubierta! con! Parafilm,! por! cada!
cubreobjetos! se! coloca! sobre! el! Parafil! una! gota! de! aproximadamente! 40! μl! de! solución! de!
bloqueo! (3%! suero! normal! de! cabra! en! PBS)! y! sobre! ella! cuidadosamente! se! coloca! el!
cubreobjetos!con!la!superficie!que!tiene!las!células!en!contacto!con!la!solución!de!bloqueo,!y!
se!incuba!por!1!h.!Luego,!sobre!una!nueva!superficie!cubierta!con!Parafilm,!se!coloca!una!gota!







una! placa! MW24! y! se! realizan! 3! lavados! de! 10! min! con! solución! de! lavado.! Se! incuba! en!
Hoechst!33258!Stain!(HC3569)!por!5!min.!Se!realizan!dos! lavados!con!PBS!y!un!último! lavado!
con! agua! destilada.! Se! elimina! el! excedente! de! agua! apoyando! cuidadosamente! el!
cubreobjetos! contra! un! papel! absorbente! y! se! monta! en! portaobjetos! contra! una! gota! de!
medio! de!montaje! (Fluoromont,!Dako).! El! procedimiento! completo! se! realiza! a! temperatura!
ambiente.! Para! el! almacenamiento! por! periodos! prolongados,! se! sella! el! borde! del!
cubreobjetos!al!portaobjetos!con!esmalte! transparente!y!se!mantiene!a!4! oC!protegido!de! la!
luz.!En!los!ensayos!realizados!se!utilizaron!los!siguientes!anticuerpos!primarios!de!conejo:!antiC




Se! observan! los! preparados! bajo!microscopio! de! fluorescencia! (IX81,! Olympus)! y! se!
obtienen!microfotografías!que!se!cuantifican!utilizando!el!programa!ImageJ.!Para!el!análisis!de!
inmunofluorescencia! total,! se! selecciona! la! zona! de! interés! y! se! cuantifica! la! densidad!
integrada.! Para! calcular! la! Inmunofluorescencia! Celular! Total! Corregida! (ICTC),! para! cada!
campo! se! realizan! varias! mediciones! de! la! intensidad! promedio! del! fondo,! que! luego! se!















cóctel! de! inhibidores! de! proteasas! (concentración! final! Aprotinina! 1! μM,! Leupeptina! 1! μM,!
Pepstatina!1!μM,!EDTA!100!μM,!con!DMSO!como!conservante)!y!EGTA!1!mM.!Las!muestras!se!
incuban! por! 30! min! en! hielo! agitando! periódicamente.! Luego! se! centrifugan! por! 10! min! a!
12000! rpm! a! 4! oC! y! se! recupera! el! SN! en! un! nuevo! tubo.! Las! muestras! homogenizadas! se!
conservan!a!C80!oC.!










!Las! muestras! desnaturalizadas! se! someten! a! electroforesis! unidireccional! en! gel! de!
poliacrilamida! conteniendo! SDS! (SDSCPAGE).! Las! proteínas! se! resuelven! utilizando! un! gel!
concentrador!al!4%!(acrilamida:bisacrilamida! (30:1)!4!%,!TrisCHCl!0.125!M!pH!6.8,!SDS!0.1!%,!
persulfato! de! amonio! 0.05! %,! TEMED! 0.1! %)! y! un! gel! separador! al! 7.5! %!
(acrilamida:bisacrilamida! (30:1)! 7.5! %,! TrisCHCl! 0.375! M,! pH! 8.8,! SDS! 0.1! %,! persulfato! de!
amonio!0.05!%,!TEMED!0.05!%).!La!electroforesis!se!realiza!utilizando!un!aparato!Mini&Protean&
2&Cell! (BioCRad)!y!buffer!de!corrida!(Tris!base!25!mM,!Glicina!192!mM,!SDS!0.1%,!pH!8.3).!Se!
corre!a!un!voltaje! constante!de!80!V!hasta!que! las!muestras! ingresan!al! gel! concentrador,! y!
luego!se!corre!a!120!V!hasta!que!el! frente!de!corrida! llega!al!borde!del!gel.!Las!proteínas!se!
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transfieren!desde!el! gel! a!membranas!de!difluoruro!de!polivinilideno! (PVDF,!BioCRad)!de!0.2!
μm!de!malla,! !previamente!sumergidas!durante!30!segundos!en!metanol.!La!transferencia!se!
realiza!utilizando!el!aparato!BioKRad&MiniKTransblot&Module!(BioCRad)!y!buffer!de!transferencia!
(Tris!base!25!mM,!Glicina!192!mM,!SDS!0.1!%,!pH!8.8).! La! transferencia! se! realiza!a!350!mA!
(amperaje! constante)! por! 70!min! en! heladera! o! en! una! bacha! con! hielo.! Las!membranas! se!
bloquean!por!2!h!por!incubación!con!buffer!de!bloqueo!(20!mM!Tris,!500!mM!NaCl,!TweenC20!
0.1!%,!pH!7.4!en!TTBS)!con!5%!de!leche!descremada.!Se!realizan!3!lavados!con!TTBS!y!luego!se!
cortan! las! membranas! tomando! como! referencia! el! tamaño! de! los! marcadores! de! peso!
molecular,!de!modo!de!obtener!una!parte!superior!donde!se!encuentran!las!subunidades!del!
RNMDA,! y! otra! inferior! donde!migran! los! controles! de! carga! (actina! o!GAPDH).! Las!mitades!
superiores!se!incuban!con!anticuerpo!primario!antiCGluN1!1:1000!(Sigma),!antiCGluN2A!1:1000!
(Millipore),! antiCGluN2B!1:500! (Millipore!o!BD!Biosciences! según! corresponda)!o!antiCHisCtag!
1:4000!diluidos!en!TTBS!3%!BSA.!Las!mitades!inferiores!se!incuban!con!anticuerpos!primarios!
antiCactina! 1:6000! (Sigma)! o! antiCGAPDH! 1:20000! (Sigma)! diluidos! en! TTBS! 3%! BSA.! La!
incubación!se!realiza!en!agitación!suave!durante!una!noche!(ON)!a!4!oC.!Se!realizan!3!lavados!
de! 10! min! con! TTBS! y,! posteriormente,! se! incuban! las! membranas! con! los! anticuerpos!
secundarios!correspondientes!(antiCratón!o!antiCconejo)!conjugados!con!peroxidasa!de!rábano!
(horseradish&peroxidase,!HRP)!diluidos!en!TTBS,!por!2!h!en!agitación!suave!a!TA.!Se!realizan!3!
lavados! de! 10!min! con! TTBS! y! luego! se! incuba! con! sustrato! electroquimioluminiscente! (ECL!
plus! reagent,! Amersham)! según! las! indicaciones! del! fabricante.! Se! realiza! la! exposición! de!




se! cuantifican! por! densitometría! computarizada! utilizando! el! programa! Image! J! (NIH).! Se!
normaliza! el! valor! de! cada! subunidad! al! valor! de! control! de! carga! correspondiente.! Para!








































en! las! sinapsis! se!modifica! rápidamente! luego! de! la! inducción! de! plasticidad! en! rodajas! de!
hipocampo! (ver! Introducción,! secciones! Receptores!NMDA! y! RNMDA! y!memoria,! páginas! 5N
10).!Sin!embargo,!hay!poca!información!acerca!de!la!expresión!de!las!subunidades!del!RNMDA!









En! base! a! estos! antecedentes,! nos! preguntamos! si! el! aumento! de! las! subunidades!
GluN1!y!GluN2A!se!observaría!in#vivo!luego!de!una!experiencia!comportamental,!dónde!podría!
estar! localizado! dicho! cambio,! y! si! estos! fenómenos! se! observarían! a! distintas! edades! en!
condiciones!normales!y!patológicas,!relacionadas!con!la!EA.!
El!diseño!experimental!se!esquematiza!en!la!Figura!10.!Estudiamos!el!comportamiento!
de!distintos!grupos!de!animales!en!el!paradigma!del!CA,!evaluando! la!MT!y! la! formación!de!
MLP! (ver! Materiales! y! Métodos,! sección! Campo! abierto,! página! 27).! Los! animales! fueron!
eutanasiados!a!distintos!tiempos!luego!de!la!tarea!y!sus!hipocampos!fueron!disecados!como!se!
indica! en! Materiales! y! Métodos! (sección! Disección! de! estructuras! cerebrales,! página! 31).!










eutanasiados! luego! de! la! tarea.!Una! vez! separados! los! hipocampos,! se! realizaron! homogenatos! ! y! se!
analizaron!por!Western#blot!(WB).!
intracelulares,!sin!presencia!de!placas!extracelulares!evidentes,!conjuntamente!con!un!déficit!
cognitivo!en!el! laberinto!acuático!de!Morris! (LAM)!en!su!versión!espacial! (tarea!dependiente!
de!hipocampo!y!de! corteza! cerebral)! para! los!animales!homocigotas.! Estas! características! se!
asemejan! a! las! de! un! estadío! temprano! de! la! EA.! Estos! animales! presentan! placas! seniles!
extracelulares!a!partir!de!los!6!meses,!evidenciando!a!los!13!meses!un!deterioro!cognitivo!en!el!







cuantificando! min! a! min! los! parámetros! exploratorios! número! de! cruzamientos! y! de!
elevaciones!en!las!patas!posteriores!para!evaluar!la!MT.!Se!ha!demostrado!que!una!sesión!de!5!
min!de!CA!induce!habituación!dependiente!de!hipocampo,! la!que!persiste!como!memoria!de!
corto! plazo! (MCP)! y! como!MLP! (Izquierdo! y! col.,! 1992;! Vianna! y! col.,! 2000).! Por! otro! lado,!
entrenamos! animales! Controles! en! una! sesión! de! CA! de! 1! min! de! duración,! ya! que! se! ha!








elevaciones! (C)! durante! cada! uno! de! los! 5! min! en! el! CA;! así! como! del! total! de! cruzamientos! (B)! y!
elevaciones! (D)! en! los! 5! min! de! sesión,! para! animales! Controles! (C,! barras! grises)! y! Tg! (T,! barras!
naranjas).! Comparación! del! primer! min! de! la! sesión! vs.! los! siguientes! min! (2,! 3,! 4! y! 5)! para!
cruzamientos/min!y!elevaciones/min!dentro!de!un!mismo!grupo,!por!prueba!de!Friedman!para!medidas!
repetidas,!seguida!por!prueba!de!comparaciones!múltiples!de!Dunn.!Comparación!entre!grupos!Control!
y! Tg! para! los! cruzamientos/min! y! elevaciones/min! del! primer! min! de! la! sesión,! y! para! el! total! de!
cruzamientos! y! de! elevaciones! en! los! 5! min! de! sesión,! por! prueba! de! MannNWhitney.*! p<0.05,! **!
p<0.01,!***!p<0.001,!****!p!<0.0001.!C,!N=16;!T,!N=6.!
Para! los! animales! Controles! hubo! disminución! significativa! del! número! de!
cruzamientos/min!en!los!min!2,!3,!4!y!5!con!respecto!al!primer!min!de!la!sesión,!y!para!los!Tg!
hubo!disminución!significativa!en!los!min!4!y!5!con!respecto!al!primer!min!de!la!sesión!(Figura!
11,! A).! No! encontramos! diferencias! significativas! entre! los! grupos! Control! y! Tg! para! los!
cruzamientos/min!correspondientes!al!primer!min!de!la!sesión,!ni!para!los!correspondientes!al!
quinto!min!de!la!sesión.!
Tanto! para! animales! Controles! como! para! Tg,! hubo! disminución! significativa! de! las!
elevaciones/min!en!el!cuarto!y!quinto!min!comparado!con!el!primer!min!de! la!sesión!(Figura!








Una! vez! finalizada! la! sesión! de! CA,! los! animales! fueron! eutanasiados! a! distintos!
tiempos! conformando! los! siguientes! grupos:! animales! Control! y! Tg! eutanasiados!
inmediatamente! luego!de! la! sesión!de!CA! (grupos!C0!y!T0),! y!aquellos!eutanasiados!30!y!70!
min! luego!de! la! tarea! (grupos!C30,!C70!y!T70;! respectivamente).! Las! ratas!del!grupo!Control!
que!exploraron!el!CA!durante!1!min,!fueron!eutanasiadas!70!min!luego!de!la!exposición!al!CA!
(grupo! C1N70).! Se! disecaron! los! hipocampos! y! se! realizaron! homogenatos! individuales,! los!
cuales! fueron! analizados! mediante! Westernblot! para! determinar! los! niveles! de! las!
subunidades!GluN1,!GuN2A!y!GluN2B!(Figura!12).!!
Para! el! grupo!Control! se! evidenció! un! aumento!de! aproximadamente! 2! veces! en! las!
subunidades!GluN1!y!GluN2A,!70!min!luego!de!la!sesión!de!5!min!de!CA!(grupo!C70!vs.!grupo!
C0)!(Figura!12,!B!y!C),!también!se!evidenciaron!diferencias!significativas!entre!el!grupo!C70!y!
los! grupos! C1N70! y! C30.! No! se! detectaron! variaciones! significativas! en! los! niveles! de! la!
subunidad! GluN2B! entre! los! grupos! estudiados! (Figura! 12,! D).! No! encontramos! diferencias!
significativas!entre! los!grupos!C0!y!C1N70!para!ninguna!de! las!subunidades!analizadas!(Figura!
12,!B!y!C),!sugiriendo!que!el!aumento!en!las!subunidades!GluN1!y!GluN2A!del!hipocampo!a!los!
70!min!de!una!exposición!por!5!min!al!CA! (grupo!C70),!no!estaría! relacionado!con! la! simple!
exposición!al!ambiente!!novedoso.!
Para!para!las!subunidades!GluN1!y!GluN2A!correspondientes!a!animales!Tg!entrenados!
en! una! sesión! de! CA! de! 5!min! de! duración,! las! diferencias! no! fueron! significativas! entre! el!








de!hipocampo! individuales!y! se!determinaron!por!Western#blot! los!niveles!de! las! subunidades!GluN1,!
GluN2A! y! GluN2B.! Grupos! 0,! 30! y! 70:! ratas! entrenadas! en! una! sesión! de! 5! min! y! eutanasiadas!
inmediatamente,!30!min!o!70!min!luego!de!la!sesión,!respectivamente.!Grupo!C1N70:!ratas!entrenadas!
en! 1! sesión! de! CA! de! 1! min! y! eutanasiadas! 70! min! luego! de! la! sesión.! A.! Esquema! del! diseño!












para! la! subunidad! GluN1! como! para! la! subunidad! GluN2A! se! puede! observar! una! franca!
tendencia!de!aumento!a!los!70!min!del!CA,!en!el!mismo!sentido!del!aumento!observado!para!
los!animales!Controles*!.!





!! C! T! C! T!
GluN1! 2.66! 2.70! 1.38! 1.09!
GluN2A! 2.70! 3.35! 1.49! 1.07!
!
Tabla!1.!Relación!de!los!niveles!de!las!subunidades!GluN1!y!GluN2A!a!distintos!tiempos!luego!
de! la! habituación! a! un! CA.!Para! los!grupos!Control! (C)! y!Tg! (T)! adultos! jóvenes! se! calculó! la! relación!
entre! los! niveles! de! cada! subunidad! (GluN1! y!GluN2A)! 70!min! luego! de! la! sesión! de! CA! y! los! niveles!
observados!inmediatamente!luego!de!la!sesión!(relación!70/0).!
Para! las! dos! subunidades! analizadas,! se! pudo! observar! que! para! animales! adultos!
jóvenes,! tanto! Controles! como! Tg,! una! relación! 70/0! similar! y!mayor! a! 1.! Es! decir,! que! los!
valores! a! 70!min! son!más! altos! que! inmediatamente! después! del! CA,! tanto! para! Controles!
como! para! Tg.! Aunque! los! resultados! detallados! en! la! sección! anterior! no! evidenciaron!
diferencias!significativas!en! los!valores!de! las!subunidades!70!min! luego!de!una!sesión!de!CA!





Nuestros! resultados! demuestran! que! hay! MT! en! animales! Tg! adultos! jóvenes,! y! lo!
corroboran!para!animales!Controles!de!la!misma!edad.!Por!otro!lado,!demuestran!que!70!min!
luego! de! la! habituación,! los! niveles! de! las! subunidades! GluN1! y! GluN2A! aumentan!
significativamente! en! hipocampo! de! animales! Controles.! Y,! aunque! para! el! grupo! Tg! los!
cambios! no! resultaron! significativos,! se! observó! una! marcada! tendencia! al! aumento! en! el!
mismo!sentido!que!en!los!animales!!del!grupo!Control.!
Capacidad!de!formación!de!MLP!
Para! evaluar! la! formación! de! MLP! de! habituación! a! un! ambiente! novedoso,!
entrenamos!animales!Controles! adultos! jóvenes!en!dos! sesiones!de!CA,! separadas!por!24!h,!





Figura! 13.! Desempeño! de! animales! Controles! adultos! jóvenes! en! dos! sesiones! de! CA.!




Observamos! una! disminución! significativa! de! los! cruzamientos! en! la! segunda! sesión!
con!respecto!a! la!primera,!para!el!grupo!de!animales!que!exploraron!el!CA!en!sesiones!de!5!



















las!medias! ±! SEM!de! los! niveles! de! las! subunidades!GluN1! y!GluN2A! analizados! por!Western# blot! en!
hipocampos!de!ratas!eutanasiadas! inmediatamente,!70!min!o!24!h! luego!de!una!sesión!de!CA!(grupos!
C0,!C70!y!C24h,!respectivamente)!y!ratas!eutanasiadas!70!min! luego!de!dos!sesiones!de!CA!separadas!
por! 24! h! (grupo! C70pt).! *p<0.05,! por! ANOVA! de! una! vía,! seguido! por! prueba! de! comparaciones!
múltiples!de!Dunnett.! Inserto) inferior:!bandas!de!Western#blot! representativas!para!cada!subunidad!y!
para!el!control!de!carga!GAPDH.!








GluN2A! luego! de! la! segunda! sesión! de! CA! fueron! similares! a! aquellos! observados!
inmediatamente!y!24!h!luego!de!una!única!sesión!de!CA!(grupos!C0!y!C24h,!respectivamente).!
Estos!resultados!demuestran!que! los!aumentos!observados!70!min! luego!de!1!sesión!
de! CA! fueron! transitorios.! El! hecho! de! que! los! niveles! de! las! subunidades,! en! las! ratas! que!
exploraron! dos! veces! el! CA! por! 5! min,! fueran! similares! a! los! niveles! observados!























Figura! 15.! Desempeño! de! ratas! de! 1! año! de! edad! expuestas! a! una! sesión! de! CA. Ratas!
Controles!(C,!barras!grises)!y!ratas!Tg!(T,!barras!naranjas)!fueron!expuestas!a!una!sesión!de!5!min!en!el!
CA.!Se!midieron!los!cruzamientos!y!las!elevaciones!durante!cada!uno!de!los!5!min!de!la!sesión,!y!el!total!
de! cruzamientos! y! de! elevaciones! durante! los! 5! min! de! la! sesión! CA.!A,) C.! Diagramas! de! barras! de!
medianas! con! rangos! intercuartiles! (0,25;! 0,75)! del! número! de! cruzamientos! (A)! y! elevaciones! (C)!
durante! cada! uno! de! los! 5! min! en! el! CA.! B,) D.! Diagramas! de! barras! de! medias! ±! SEM! del! total! de!
cruzamientos!(B))y!de!elevaciones!(D)!durante!los!5!min!del!CA.!(*)!Comparación!de!los!min!2,!3,!4!y!5!vs.!
el!primer!min!de!la!sesión!por!prueba!de!Friedman,!seguida!por!prueba!de!comparaciones!múltiples!de!
Dunn.! *!p<0.05,! **!p<0.01,! ***!p<0.001,! ****!p!<0.0001.! (#)!Comparación!entre! grupos!Control! y! Tg!
para!los!cruzamientos/min!y!las!elevaciones/min,!por!prueba!de!mannNWhitney.!(#)!Comparación!entre!




Como! se! observa! en! la! Figura! 15,! tanto! para! los! Controles! como! para! los! Tg,! hubo!
disminución!significativa!del!número!de!cruzamientos/min!en!los!min!2,!3,!4,!y!5,!con!respecto!





No! se! detectaron! diferencias! significativas! entre! los! grupos! Control! y! Tg! cuando! se!
compararon!los!cruzamientos/min!y!elevaciones/min!del!primer!min!de!la!sesión!vs.!el!último!
min! (CN1’! vs.! TN1’)! (Figura! 15,! A! y! C).!Hubo!diferencia! entre! grupos!Control! y! Tg! en! total! de!
cruzamientos!y!el! total!de!elevaciones!en! los!5!min!de! sesión,! resultando! los! totales!para!el!








Una! vez! finalizada! la! exposición! al! CA,! los! animales! fueron! eutanasiados! a! distintos!




naïve),! para! establecer! el! nivel! basal! de! las! subunidades! a! esta! edad! y! compararlas! con! el!

























muestras! no! apareadas! (*)! dentro! de! un! mismo! genotipo! (Tg! o! Control)! entre! grupos! eutanasiados!
inmediatamente! o! 70! min! luego! de! la! sesión,! (#)! entre! grupos! Control! y! Tg! eutanasiados! al! mismo!







No! hubo! diferencias! significativas! en! los! niveles! de! la! subunidad! GluN1! entre! los!
grupos!Control!y!Tg!eutanasiados!a!un!mismo!tiempo!ni!a!diferentes!tiempos!luego!de!la!tarea!
(Figura!17,!B). 










La! Figura! 18! muestra! el! desempeño! de! animales! Controles! y! Tg! de! 1! año! en! dos!
sesiones!de!CA!separadas!por!24!h.!
En!la!primera!sesión!de!CA!los!animales!de!1!año,!tanto!Controles!como!Tg,!mostraron!









la! sesión! de! entrenamiento! (tr,! baras! lisas)! y! en! la! sesión! de! prueba! (te,! barras! rayadas)! para! ratas!
Controles! (C,! barras! grises)! y! ratas! Tg! (T,! barras! naranjas)! expuestas! a! dos! sesiones! de! CA! de! 5!min!




múltiples!de!Dunn.! (#)!Comparación!entre! los!grupos!Contol! y!Tg!para! los! cruzamientos/min! (A)! y! las!
elevaciones/min!(C)!durante!el!primer!min!(CN1’!vs.!TN1’)!por!prueba!de!MannNWhitney.!*!p<0.05;!B,)D.!
Diagramas!de!barras!de!medias!±!SEM!para!los!cruzamientos!(A))y!las!elevaciones!(B)!durante!la!primera!











(Figura!18.B)!y!de! las!elevaciones! (Figura!18.D)!en! la!segunda!sesión! (test)!con!respecto!a! la!
primera!sesión!(entrenamiento),!evidenciando!formación!de!MLP!de!la!habituación!al!CA.!
A!diferencia!de!los!resultados!obtenidos!en!el!primer!grupo!de!animales!de!1!año,!en!
este! caso! hubo! diferencia! significativa! entre! los! grupos! Control! y! Tg! al! comparar! las!
elevaciones/min! realizadas!durante!el! primer!min!de! la! sesión! (CN1’! vs.! TN1’).!Al! comparar! el!
total!de!cruzamientos!y!el!total!de!elevaciones,!se!evidenciaron!parametros!significativamente!
menores!en!el!grupo!Tg.!Estos!resultados! indican!que! la!actividad!exploratoria! fue!menor!en!








Una! vez! finalizada! la! segunda! sesión! de! CA,! eutanasiamos! los! animales! a! distintos!





GluN1! ni! GluN2A! cuando! se! compararon! animales! de! un! mismo! genotipo! eutanasiados! a!
distintos!tiempos.!!
Se! evidenciaron! niveles! significativamente! mayores! para! la! subunidad! GluN2A! en!
animales!Tg!con!respecto!a!los!Controles,!así!como!se!había!observado!en!Tg!de!1!año!luego!de!
una!sesión!de!CA.!




Figura! 19.! Niveles! de! GluN1! y! GluN2A! en! hipocampo! de! animales! de! 1! año! luego! de! dos!
sesiones!de!CA.!A.!Esquema!del!diseño!experimental.!B,)C.)Diagramas!de!barras!de!las!medias!±!SEM.!
Los! animales! Controles! (C)! y! Tg! (T)! fueron! eutanasiados! inmediatamente! (grupos! C0pt! y! T0pt,! barras!
oscuras)!o!70!min!(grupos!C70pt!y!T70pt,!barras!claras)!luego!de!la!segunda!sesión!de!CA.!Mediante!la!
técnica! de!Western# blot! se! determinaron! los! niveles! de! las! subunidades!GluN1! (B)! y! GluN2A! (C).! Los!
valores! se!normalizaron!al! control!de! carga!GAPDH!y!al!promedio!del! grupo!C0.!Comparaciones!por! t!





sesión! de! CA.! Llamativamente,! todos! los! grupos! Tg! mostraron! niveles! de! GluN2A!
significativamente!mayores!a!los!de!los!Controles.!
SUBUNIDADES! DEL! RNMDA! EN! UN! MODELO! IN) VITRO! LUEGO! DE! UNA!
ESTIMULACIÓN!REPETIDA!
Los! experimentos! in# vivo! presentados! en! esta! Tesis! demuestran! que! en! animales!







observados! a! los! 70!min!de! la! habituación!en! animales! jóvenes! y! de! la! inducción!de! LTP!en!
rodajas!de!hipocampo.!Para!ello,! continuamos!el! trabajo! en!un!modelo! in# vitro,! exponiendo!
cultivos! primarios! de! neuronas! de! hipocampo! a! estímulos! despolarizantes! (pulsos! de! KCl)!
repetidos,! según! el! protocolo! reportado! por! Wu! y! col.! (Wu! y! col.,! 2001).! Este! protocolo!
produjo! activación! persistente! de! la! vía! de! las!MAP! quinasas! (MAPK)! en! dendritas,! y! dicha!
activación!resultó!crítica!para!la!protusión!de!nuevos!filopodios!dendríticos!estables!por!horas.!
El! establecimiento!de! la! señalización!dendrítica!persistente!a! través!de! las!MAPK! resultó! ser!
dependiente! de! PKA,! y! su! mantenimiento! requirió! la! activación! continua! de! MEK.! Estos!
autores! demostraron! que! Ras,! PKA,! MEK! y! MAPK! estaban! involucradas! en! la! actividad!
persistente!de!las!quinasas.!Como!es!sabido,!dichas!moléculas!juegan!un!rol!importante!en!la!
LTP! (Brambilla! y! col.,! 1997;! English! y! Sweatt,! 1997;!Huang! y! col.,! 1994;! Impey! y! col.,! 1998).!
Además,! reportes! previos! han! demostrado! que! la! formación! de! memoria! depende! de!
estimulación! repetida! a! través! de! entrenamiento! espaciado,! MAPK,! PKA! y! cambios!








Inmunocitoquímica,! página! 30).! Se! tomaron! microfotografías! con! un! microscopio! de!
epifluorescencia!y!se!analizó!la!fluorescencia!de!los!cuerpos!neuronales!y!se!cuantificaron!los!
puntos!“dendríticos”!utiilizando!el!programa!ImageJ.!
La! Figura! 20!muestra! el! análisis! de! los! niveles! de! las! subunidades! del! RNMDA! en! el!









una! estimulación! símilbLTP.! Cultivos! maduros! de! neuronas! de! hipocampo! fueron! estimulados! con!
pulsos! de! KCl.! A! distintos! tiempos! luego! de! la! estimulación! (inmediatamente,! 30! o! 70! min! postN
estimulación)!se!fijaron!las!células!y!se!realizó!un!ensayo!de!inmnofluorescencia!contra!las!subunidades!
GluN1!o!GluN2A.!A.!Esquema!del!diseño!experimental.!B.!Cuantificación!de!la!inmunofluorescencia!total!
en! el! cuerpo! neuronal.! Comparación! por! ANOVA! de! una! vía,! seguido! por! prueba! de! comparaciones!
múltiples!de!Dunnett.)Se!cuantificaron!aproximadamente!100!cuerpos!neuronales!para!cada!grupo.!***!
p<0.001.)Inserto)a)la)derecha:!cuerpos!neuronales!representativos!de!cada!condición.!C.!Cuantificación!
de! la! inmunofluorescencia! de! GluN1! y! GluN2A! en! dendritas.! Se! cuantificaron! (N=100! neuritas! por!
grupo).!Comparación!por!prueba!de!KruskalNWallis!seguida!por!prueba!de!comparaciones!múltiples!de!
Dunn.!**!p<0.05,!***!p<0.001.! Inserto) inferior:!dendritas! representativas!de!cada!condición.!Barra!de!
escala:!2!µm.!!
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los! 30!min! de! la! estimulación.! No! se! observaron! cambios! significativos! para! ninguno! de! los!
tiempos!analizados!en!la!inmunofluorescencia!total!de!los!cuerpos!neuronales!para!GluN2B.!
Observamos! aumentos! significativos! de! las! subunidades! GluN1! y! GluN2A! en! las!
neuritas! 30! y! 70! min! luego! de! la! estimulación,! comparado! contra! cultivos! fijados!
inmediatamente! luego! de! la! estimulación! (grupo! 0)! (Figura! 20).! La! densidad! de! puntos!
correspondientes!a! la! inmunofluorescencia!para!GluN1!aumentó!1.5!y!2!veces!a!30!y!70!min!
respectivamente! (8±1! puntos/10! µ! de! neurita! en! cultivos! control,! 12±1! puntos/10! µm! de!
neurita! en! los! cultivos! a! 30!min! y! 15±2! puntos/10! µm!de! neurita! en! los! cultivos! a! 70!min).!
También!observamos!aumento!de!los!puntos!correspondientes!a!la!inmunofluorescencia!para!
GluN2A! en! las! neuritas! (13±1! y! 14±1! puntos/10! µm! de! neurita! luego! de! 30! y! 70! min!
respectivamente,!comparado!con!10±1!puntos/10!µm!en!neuritas!inmediatamente!luego!de!la!
estimulación)!(Figura!20,!C).!






2012),! ya! que! cambia! la! distribución! de! la! fluorescencia! pero! se! modifica! la!
inmunofluorescencia!total.!A! los!70!min!de! la!estimulación!el!cambio!se!observa!tanto!en!las!
dendritas!como!en!la!inmunofluorescencia!total.!Este!cambio!podría!requerir!síntesis!protéica.!




































Los! receptores! RNMDA! están! involucrados! en! plasticidad! sináptica! y! en! el!
procesamiento! de! memorias.! A! partir! de! la! hipótesis! ”RNMDA@LTP”! propuesta! por! Morris!
(Morris,!1986),! la!relación!entre!los!RNMDA!y!la!memoria!ha!sido!intensamente!estudiada;!la!
mayoría!de! los!antecedentes!se!han!basado!en!el!bloqueo!o! la!modificación!de! la!subunidad!




varios! paradigmas! comportamentales.! En! la! región!CA1!de! estos! ratones! Tg,! no! se! afectó! la!
inducción!de!LTD!por!estimulación!de!1!Hz!ni!la!LTP!inducida!por!estimulación!de!100!Hz,!pero!
sí!se!vió!impedida!la!LTD!en!respuesta!a!una!estimulación!en!el!rango!de!los!3@5!Hz!(Cui!y!col.,!
2013).! Dalton! y! col.! (2012)! demostraron! que! el! bloqueo! de! los! RNMDA@GluN2A! por! el!
antagonista!NVP,!perjudicó! tanto! la! LTP!en! rodajas!de!amígdala,! como! la!adquisición!de!una!
memoria!de!condicionamiento!al!miedo.!Sin!embargo,!NVP!no!afectó!la!LTD!ni!la!extinción!del!
la!memoria!de!condicionamiento!al!miedo.!Por!otro!lado,!demostraron!que!el!bloqueo!de!los!
RNMDA@GluN2B! por! el! antagonista! Ro25@6981! impidió! la! LTD! en! rodajas! de! amígdala! y! el!
aprendizaje!de!extinción!de! la!memoria!condicionada!al!miedo,!mientras!que!no!tuvo!efecto!
en! la! inducción! de! LTP! ni! en! la! adquisición! de! esa! memoria.! Estos! resultados,! aunque!
controversiales!en!algunos!casos,!muestran!que!hay!un!rol!diferencial!de!los!RNMDA@GluN2A!y!
RNMDA@GluN2B! en! plasticidad! y! memoria! (Dalton! y! col.,! 2012).! También! se! reportó! una!
mejora!en!el!aprendizaje!en! ratones! sobre@expresando!GluN2B! (Wang!y! col.,!2009);!pero! las!
conclusiones! con! respecto! al! rol! de! los! RNMDA@GluN2B! fueron! objetadas,! ya! que! hubo! una!
sobre@expresión!general!del!RNMDA.!!
En! nuestro! laboratorio! se! ha! comprobado! que! antagonistas! relativamente! selectivos!
para!GluN2B!facilitaron!la!consolidación!de!memorias!luego!de!entrenamientos!sub@umbrales!







ambiente! novedoso,! corroborando! que! hubo!MT! y! formación! de!MLP! cuando! los! animales!
fueron!expuestos!a!un!CA!por!5!min.!A!los!70!min!de!la!exposición!a!una!sesión!de!CA!de!5!min,!
se!verificó!en!hipocampo!un!incremento!en!los!niveles!de!las!subunidades!GluN1!y!GluN2A,!sin!
cambios! en! GluN2B.! A! las! 24! h! de! la! exposición! al! CA,! GluN1! y! GluN2A! se! encontraban! en!
niveles! similares! a! los! observados! inmediatamente! después! de! la! sesión,! indicando! que! el!
aumento!fue!transitorio.!Los!niveles!de!GluN1!y!GluN2A!70!min!después!de!dos!sesiones!de!CA!
separadas! por! 24! h,! no! fueron! estadísticamente! diferentes! de! los! niveles! observados!
inmediatamente!después!de!una!única!sesión.!Los!animales!expuestos!a!sesiones!de!1!min!no!
evidenciaron!formación!de!MLP,!datos!que!corroboran!resultados!previos!que!demuestran!que!
una! sesión! de! 5!min! en! un! CA! induce! habituación! dependiente! de! hipocampo,! que! persiste!
como!memoria!de! corto!plazo! (MCP)! y! como!MLP,!mientras!que!una! sesión!de!1!min!no!es!
suficiente!para!inducir!habituación!(Izquierdo!y!col.,!1992;!Vianna!y!col.,!2000).!!
En! conjunto,! los! resultados! hasta! aquí! nos! llevaron! a! especular! inicialmente! que! el!
aumento! observado! podía! estar! relacionado! con! la! habituación,! más! que! con! la! mera!
exposición! al! ambiente! o! la! locomoción! (Baez! y! col.,! 2013).! Sin! embargo,! como! se! discutirá!
luego,!los!resultados!obtenidos!en!animales!de!1!año!no!avalaron!esta!interpretación.!!
Los!RNMDA@GluN2A!y!RNMDA@GluN2B!se!caracterizan!por!una!fuerte!dependencia!del!
voltaje,! alta! conductancia! al! Ca2+! y! lento!decaimiento.! Los!RNMDA@GluN2B!presentan!mayor!
afinidad!por!la!CaMKII,!apertura!más!prolongada!del!canal!y!mayor!capacidad!de!carga!que!los!
RNMDA@GluN2A!(Strack!y!Colbran,!1998;!ver!Yashiro!y!Philpot,!2008).!Al!aumentar!GluN2A!sin!
variar! GluN2B,! la! relación!GluN2A/GluN2B! es!mayor,! lo! cual! podría! tener! relevancia! para! la!








de! la! traza! de! memoria:! así,! el! aumento! de! las! subunidades! GluN1! y! GluN2A! luego! de! la!
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habituación! podría! ser! parte! de! un! mecanismo! de! metaplasticidad,! al! menos! en! animales!
adultos!jóvenes.!!
Los! animales! de! genotipo! salvaje! de! 1! año! evidenciaron!MT! y! formación! de!MLP!de!
habituación! cuando! fueron! expuestos! al! CA! por! 5!min.! Sin! embargo,! los! niveles! de!GluN1! y!




Estos! resultados! sugieren! que! el! mecanismo! por! el! cual! se! produce! el! aumento! de!
GluN1! y!GluN2A! luego!de!habituación! al! CA,! podría! verse! afectado!por! el! envejecimiento! y,!
además,! que! el! aumento! de! GluN1! y! GluN2A! no! estaría! directamente! relacionado! con! la!
habituación.!!
Dependiendo! de! la! edad! y! del! estado! de! los! animales,! se! reportaron! cambios!
dinámicos!en!las!subunidades!GluN2A!y!GluN2B,!que!afectan!la!composición!de!los!subtipos!de!
RNMDA!en!el! telencéfalo!(Rauner!y!Köhr,!2011;!Tsien,!2000).!GluN2B!predomina!en!estadíos!
post@natales! y! juveniles,! y! GluN2A! se! vuelve! prominente! en! adultos! y! en! edades! avanzadas!
(Cao!y!col.,!2007;!Clayton!y!col.,!2002;!Hestrin,!1992;!Monyer!y!col.,!1994,!1992;!Sheng!y!col.,!
1994;!Tang!y!col.,!2001).!Algunos!autores!reportaron!que!la!subunidad!GluN2A!sería!la!menos!
susceptible! a! los! efectos! del! envejecimiento,! en! comparación! con! GluN1! y! GluN2B! (ver!
Magnusson!y!col.,!2010).!Por!ejemplo,!Liu!y!col.!(2008)!evidenciaron!disminución!de!GluN1!en!
hipocampo! de! ratas! Sprague@Dawley! envejecidas! (24! meses),! sin! modificación! de! GluN2A,!
cuando!evaluaron!los!niveles!proteicos!por!Western'blot!(Liu!y!col.,!2008).!Se!ha!hipotetizado!
que!el!aumento!de!la!relación!GluN2A/GluN2B!en!cerebros!adultos!y!añosos,!podría!constituir!
un! factor! genético! subyacente! al! deterioro! gradual! de! la!memoria! en! cerebros! envejecidos,!
con!respecto!a!cerebros!jóvenes!(Cao!y!col.,!2007;!Clayton!y!col.,!2002;!Tang!y!col.,!1999;!Tsien,!
2000;! Zhao! y! col.,! 2009).! Varios! antecedentes! indican! que! la! relación! GluN2A/GluN2B!
aumentaría! con! la! edad! y! que! los! RNMDA@GluN2B! disminuirían! en! la! sinapsis.! Entonces,!
posiblemente! la! regulación! de! la! expresión! del! receptor! y! de! la! subunidad! GluN2A! en!
particular,!se!modificarían!con!la!edad.!!
Los! incrementos! transitorios! en! GluN1! y! GluN2A,! observados! en! animales! jóvenes,!
podrían! estar! relacionados! con! el! establecimiento/persistencia! de! la! plasticidad! sináptica,!
contribuyendo! a! la! transición!de! LTP! temprana! a! LTP! tardía,! en! algún!momento! luego!de! la!
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inducción,! aunque! nuestros! resultados! sugieren! que! el! cambio! no! sería! requerido! para!
establecer!la!MLP.!González@Ramirez!y!col.!(2014)!demostraron!que!el!envejecimiento!atenuó!
pero!no!impidió!el!aprendizaje!de!una!memoria!espacial!evaluada!en!el!LAM!y,!basándose!en!el!
análisis! morfológico! de! las! espinas! dendríticas! de! CA1! de! hipocampo! de! estos! animales,!
sugirieron!que!las!diferencias!en!el!aprendizaje!podrían!estar!asociadas!con!cambios!plásticos!





compensatoria/homeostática,! una! vez! que! la! sinapsis! sufre! algún! cambio! plástico! @como! la!











13! meses.! Las! ratas! Tg! hemicigotas! presentaron! un! fenotipo! intermedio,! mostrando!
diferencias!significativas!con!respecto!a!los!Controles!en!la!curva!de!aprendizaje!evaluada!a!los!
13!meses! (pero!no!a! los!3!meses).! Sin!embargo,!no!se!evidenciaron!diferencias! significativas!
entre!Tg!hemicigotas!y!Controles!en! la!sesión!de!prueba,!ni!a! los!3!ni!a! los!13!meses!(Leon!y!
col.,!2010).! Iulita!y!col.! (2014)!evaluaron!el!desempeño!de!ratas!Tg!y!Controles!en!un!diseño!
experimental! que! incluía! un! primer! día! de! habituación! al! ambiente,! 24! h! después,! un!






con! Controles,! tanto! en! la! respuesta! post@choque! durante! el! entrenamiento,! como! en! la!
evaluación!de!la!MLP!en!la!prueba!del!CAM!realizada!48!h!después,!evidenciando!diferencias!
en! esta!memoria! dependiente! de! amígdala;! no! se! evidenciaron! diferencias! entre! los! grupos!
Control! y! Tg! en! la! sesión! de! prueba! del! CCM.! En! animales! de! 13! meses! (cuando! los!
homocigotas! presentan! patología! extracelular,! no! así! los! hemicigotas),! se! evidenciaron!
marcadas!diferencias!entre!Controles!y!Tg!en!el!CAM,!presentando!homocigotas!y!hemicigotas!
PC! significativamente! menores! que! los! Controles,! con! diferencias! más! marcadas! en! los!
homocigotas.!En! la!prueba!del!CAM,!realizada!en!una!nueva!arena!24!h!después!del! test!del!
CCM,! los! homocigotas! presentaron! PC! significativamente! menores! con! respecto! a! los!
Controles,!y!no!se!evidenciaron!diferencias!en!el!desempeño!entre!hemicigotas!y!Controles.!En!
el!CCM,!los!grupos!Tg!presentaron!PC!significativamente!menores!con!respecto!a!los!Controles,!
con! una! disminución! mayor! en! homocigotas.! En! la! tarea! de! reconocimiento! de! objetos!
novedosos!(RON),!aunque!los!Tg!los!reconocieron,!lo!hicieron!con!diferencias!significativas!con!
respecto!a!los!Controles,!tanto!a!los!3!como!a!los!13!meses,!y!tanto!los!homocigotas!como!los!
hemicigotas.! En! la! tarea! de! Localización! de! Objetos! (LO),! a! los! 3! meses! los! hemicigotas!
mostraron!diferencias! significativas! con! los!Controles!pero,! llamativamente,! los!homocigotas!
no! fueron! estadísticamente! diferentes! de! los! Controles.! A! los! 13! meses,! tanto! hemicigotas!




En! ratas! Tg! adultas! jóvenes! expuestas! al! CA! por! 5! min! hubo! MT,! sin! diferencias!
significativas!entre!los!grupos!Control!y!Tg!(ni!en!el!número!de!cruzamientos!ni!de!elevaciones!
realizados! en! el! primer! min! de! la! sesión,! ni! en! el! total! de! cruzamientos! o! de! elevaciones!




adultos' jóvenes,' experimentos' que' no' fueron' realizados' durante' el' desarrollo' de' esta' Tesis' por' falta' de' sujetos'
experimentales.'!
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Las! ratas! Tg! de! 1! año! evidenciaron!MT! cuando! fueron! expuestos! al! CA! por! 5!min,! y!
formación! de! MLP! de! la! habituación! en! la! segunda! sesión! de! CA,! 24! h! después.! Para! los!
animales! de! 1! año,! se! evidenciaron! diferencias! en! el! desempeño! entre! Tg! y! Controles,!
resultando!significativamente!menores! los!parámetros!exploratorios!(total!de!cruzamientos!y!
elevaciones)! en! el! grupo! Tg.! El! número! de! acicalamientos! y! de! deposiciones! no! fueron!
diferentes! entre!Controles! y! Tg!de!1! año,! sugiriendo!que! ambos! grupos!presentaron! niveles!





sesión! de! CA.! Los! resultados! sugieren! fuertemente! que,! en! los! animales! jóvenes,! este!
mecanismo!de!aumento!estaría!conservado!en!los!Tg.!
En!animales!Tg!de!1!año,!que!evidenciaron!habituación!en!la!sesión!de!CA!de!5!min,!los!




basal! de! dicha! subunidad.! Los! oAβ! parecen! unirse! preferencialmente! a! los! RNMDA!
conteniendo!GluN2B,!que!se!internalizarían!en!mayor!proporción!que!los!RNMDA!conteniendo!
GluN2A;!este!aumento!en! la!relación!GluN2A/2B!en! la!sinapsis!podría!protegerla.!Y!se!puede!
especular! que! el! aumento! en! el! nivel! de! GluN2A! podría! resultar! protector! de! la! neurona!
atacada.! Pero,! por! otra! parte,! un! aumento! considerable! de! la! relación! GluN2A/2B! en! las!
sinapsis! de! esa! neurona,! disminuirían! notablemente! la! probabilidad! de! plasticidad! y,! en!
consecuencia,!disminuiría!la!capacidad!de!aprendizaje.!
En! relación! con! la! tendencia! de! aumento! transitorio! de! GluN2A! observada! en! Tg!
jóvenes,!pero!no!en!Tg!de!1!año,!podríamos!especular!que! los!niveles!“basales”!aumentados!
de!GluN2A!en!animales!de!1!año!podrían!enmascarar!un!cambio!más!sutil!que,!efectivamente,!
estuviera! ocurriendo! o,! incluso,! que! los! mecanismos! que! regularan! el! aumento! de! esta!




con! la!EA.!En!el!análisis!de!cerebros!humanos!postHmortem,! se!han! reportado!cambios!en! la!
expresión! de! las! subunidades! del! RNMDA:! cuando! se! evaluó! el! hipocampo! completo,! se!
evidenciaron!niveles!disminuidos!de!GluN1!y!GluN2B,!tanto!a!nivel!proteico!como!a!nivel!del!
ARN!mensajero!(ARNm),!a!medida!que!avanzaba!la!patología.!En!cuanto!a!GluN2A,!aunque!los!
niveles! proteicos! permanecieron! estables! en! los! diferentes! estadíos! de! la! patología,! a! nivel!
celular!se!evidenció!aumento!de! la!expresión!del!ARNm!en!el!grupo!con!patología!moderada!
(Mishizen@Eberz!y!col.,!2004).!Por!otro!lado,!Bi!y!Sze!(2002)!reportaron!disminución!de!GluN2A!




Zhao! y! col.,! 2009).! En! ratones! sobre@expresando! GluN2A,! Cui! y! col.! (2013)! demostraron!
deterioro!en!la!formación!de!MLP!@pero!no!en!la!formación!de!MCP@!en!el!Laberinto!Acuático!
en!Cruz,!el!RON,!el!CAM!y!el!CCM,!sin!evidenciar!diferencias!entre!ratones!Tg!y!Controles!en!los!
“comportamientos!básicos”!evaluados!en!una! sesión!de!CA!y!en!una! sesión!de! Laberinto!en!
Cruz! Elevado! (Cui! y! col.,! 2013).! En! base! a! estos! antecedentes,! y! a! nuestros! resultados,!
podemos!especular!que!los!déficits!cognitivos!observado!en!el!LAM!por!Leon!y!col.!(2010)!y!en!
el!RON,!la!LO,!el!CAM!y!el!CCM!por!Iulita!y!col.!(2014),!en!ratas!Tg!McGill@R@Thy1@APP,!podrían!










¿Podría! el! sistema! responder! incrementando! los! niveles! totales! de! GluN2A,!
contribuyendo!a!proteger!las!sinapsis!de!la!unión!de!mas!oAβ?!!





LOCALIZACIÓN! CELULAR! DE! LOS! CAMBIOS! EN! LAS! SUBUNIDADES! DEL!
RNMDA!EN!UN!MODELO!IN#VITRO!
En!nuestro! laboratorio!realizamos!previamente!ensayos!electrofisiológicos!en!rodajas!
de!hipocampo!de!ratas!adultas! jóvenes,! induciendo!LTP!con!el!objeto!de!estudiar! la! relación!
LTP@aprendizaje! Cuando! analizamos! los! niveles! de! subunidades! del! RNMDA! en! esos!
hipocampos,!observamos!aumento!de!GluN1!y!GluN2A!70!min! luego!de! la! inducción!de! LTP!
(Baez!y! col.,!2013),!en!el!mismo!sentido!y! con!un!curso! temporal! semejante!a! los!aumentos!
aquí!reportados,!que!tienen!lugar!in'vivo,!en!el!hipocampo!de!animales!adultos!jóvenes!luego!
de!un!aprendizaje.!Ya!había!sido!reportado!que!la!LTP!indujo!movilidad!de!los!RNMDA!desde!el!
cuerpo! celular! y! las! dendritas! hacia! las! sinapsis,! como! fuera! revelado! por! el! incremento! de!
puntos! de! RNMDA! en! espinas! dendríticas! luego! de! la! inducción! de! plasticidad! (Barria! y!
Malinow,! 2002;! Hoffmann! y! col.,! 2000).! Sin! embargo,! esos! cambios! ocurrieron! en! forma!
inmediata! o! muy! poco! tiempo! después! de! la! inducción! de! LTP.! Los! cambios! que! nosotros!
observamos! in'vivo!fueron!detectados!a!los!70!min!de!la!habituación,!y!ex'vivo,!70!min' luego!
de!la!inducción!de!LTP!(Baez!y!col.,!2013).!Para!estudiar!su!localización!utilizamos!un!modelo!in'
vitro.! Wu! y! col.! (2001)! demostraron! que! exponiendo! cultivos! de! neuronas! a! pulsos! de! KCl!
(estímulos! despolarizantes)! repetidos,! se! produjo! una! activación! persistente! de! la! vía! de! las!
quinasas!MAP! (MAPK).!Dicha!activación! fue!dependiente!de!Ras,! PKA!y!MEK,!moléculas!que!
juegan!un! rol! importante!en! la! LTP! ! (Brambilla!y! col.,!1997;!English!y!Sweatt,!1997;!Huang!y!
col.,! 1994;! Impey! y! col.,! 1998).! La! activación! de! esta! vía! en! dendritas! fue! crítica! para! la!
formación! de! nuevos! filopodios! dendríticos! estables! por! horas.! De! esta! manera,! la!










también!hubo!aumento!de! la! inmunofluorescencia! total.!Es!decir!que!estos!cambios!podrían!
requerir!de!síntesis!proteica.!El!aumento!concomitante!de!los!puntos!en!las!dendritas!y!de!la!
inmunofluorescencia! total,! sugiere! fuertemente!el!ensamble!y! la!expresión!en!membrana!de!
nuevos!RNMDA@GluN2A!a! los!70!min.!En!concordancia!con!estos!resultados,!Grosshans!y!col.!
(2002)! observaron! que,! luego! de! la! inducción! de! LTP! en! rodajas! de! hipocampo! de! ratas!
adultas,! se! producía! en! las! dendritas! un! incremento! rápido! y! persistente! (hasta! 3! h)! de! las!
subunidades!GluN1!y!GluN2A,!pero!no!de!GluN2B,!con!una!disminución!concomitante!de! los!
niveles! intracelulares! 30! min! luego! de! la! inducción! de! LTP.! Entonces,! esos! cambios! en! la!




de! los!RNMDA!reprime! la! traducción!de!GluN2B,!mientras!que!el!bloqueo!prolongado!de! los!
RNMDA!libera!dicha!represión!(Chen!y!Bear,!2007).!Así,!nuestros!resultados!concuerdan!con!el!
hecho!de!que!la!actividad!neuronal!facilitaría!la!expresión!de!GluN2A!y!reprimiría!la!traducción!






ya! observados! en! este! modelo! por! otros! autores),! en! concordancia! con! los! resultados!
obtenidos! in'vivo'en!animales!adultos! jóvenes! luego!de!aprendizaje,! tanto!en! la!dirección!de!
los! cambios! (aumento! de! GluN1! y! GluN2A)! como! en! el! curso! temporal! (70! min! post@
estimulación),!como!ya!se!dijo.!!!
Además,! en! los! ensayos! electrofisiológicos! en! rodajas! de! hipocampo! mencionados!
previamente,!comprobamos!que,!para!que!se!verificara!el!aumento!en!las!subunidades!luego!
de! inducción! de! LTP,! era! necesaria! la! síntesis! de! proteínas! (condición! necesaria! pero! no!
suficiente)! (Baez! y! col.,! 2013);! también! se! demostró! que! se! requiere! de! la! inducción! y! el!
efectivo!establecimiento!de!LTP,!para!que!tenga!lugar!el!cambio!en!las!subunidades,!ya!que!la!!
mera!estimulación!para!la!inducción,!sin!establecimiento!de!LTP,!no!dio!lugar!a!dicho!aumento.!
Por!otra!parte,! los!resultados!con!un! inhibidor!de! la!traducción!(actinomicina@D),! indican!que!
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en! el! envejecimiento,! y! que! dicho! aumento! no! sería! un! mecanismo! requerido! para! la!
formación!de!la!MLP!de!habituación.!!
CAMBIOS! SIMILARES! DE! LAS! SUBUNIDADES! DEL! RNMDA! EN! LOS!
DISTINTOS!MODELOS!EXPERIMENTALES!
! !En!los!dos!modelos!estudiados,!GluN1!y!GluN2A!aumentaron!notablemente!entre!los!
30!y! los!70!min! luego!de! la! inducción!de!plasticidad,!en!neuronas!de!hipocampo!en!cultivo!o!
luego!de!la!exposición!de!una!rata!al!CA,!mientras!que!no!se!observaron!cambios!en!GluN2B.!
Esto!ocurrió!in'vivo,!en!el!hipocampo!de!ratas!adultas!jóvenes,!e!in'vitro,!en!cultivos!maduros!
de! neuronas! de! hipocampo.! Aunque! estos! aumentos! fueron! similares,! y! siguieron! un! curso!
temporal! semejante,! es! necesario! realizar! otros! estudios! para! develar! si! los! mecanismos!
involucrados! en! cada! caso,! reflejan! procesos! relacionados! y! para! descubrir! si! están!
causalmente!relacionados!con!plasticidad!sináptica,!aprendizaje!y!memoria.!




Philpot,! 2008).! Estos! cambios! se! desarrollan! lentamente! en! el! curso! de! varios! días! y! son!
dependientes!de!transcripción,!traducción!y!actividad!(Barria!y!Malinow,!2002).!En!rodajas!de!
hipocampo!de!rata!se!han!encontrado!diferentes!mecanismos!dependientes!de!actividad,!que!
regulan! la! localización! de! cada! subunidad! del! RNMDA.! En! general,! la! actividad! lleva! a! un!
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aumento!de! la!subunidad!GluN2A!y!una!disminución!en! la!presencia!de!GluN2B!a!nivel!de! la!
membrana!sináptica,!como!fuera!demostrado!por!cambios!en! la!cinética!de! las!corrientes!en!
registros!de!fijación!de!voltaje!(voltageHclamp),'en!cultivos!organotípicos!o!en!rodajas!frescas!
(Barria! y!Malinow,!2002;!Bellone!y!Nicoll,! 2007;! Foster! y! col.,! 2010;! Lau!y!Zukin,!2007;!Yin! y!




en! la! inducción! y! mantenimiento! de! plasticidad! sináptica.! Los! RNMDA@GluN2B! parecen! ser!
necesarios! para! la! inducción! de! LTP;! presentan! mayor! afinidad! por! la! CaMKII! que! GluN2A!
(Strack!y!Colbran,!1998)!y!una!mayor!capacidad!para!llevar!el!doble!de!cargas!para!un!evento!
sináptico!único!(Dravid!y!col.,!2007;!Sobczyk!y!col.,!2005).!Sin!embargo,!fue!reportado!que!el!
bloqueo! selectivo! de! los! RNMDA@GluN2B! impidió! la! inducción! de! LTD! pero! no! la! de! LTP!
(Brigman!y!col.,!2010;!Ge!y!col.,!2010).!En!contraste,!la!inhibición!preferencial!de!los!RNMDA@
GluN2A!previno!la!inducción!de!LTP!(Liu!y!col.,!2004).!Pero!Foster!y!col.!(2010)!sugirieron!que!
un!exceso!de!GluN2A!podría! inhibir! la! inducción!de!LTP!en!rodajas!de!hipocampo!en!cultivo.!
Más!aún,!ha!sido!reportado!que!la!activación!de!RNMDA@GluN2B,!pero!no!de!RNMDA@GluN2A,!
produce!excitotoxicidad!y!muerte!celular! (Taghibiglou!y!col.,!2009).!Así,!un! incremento!en! la!
relación!GluN2A/GluN2B!podría!actuar!como!neuroprotector.!
RELEVANCIA!DE!LOS!RESULTADOS!OBTENIDOS!









¿Los! incrementos! en! GluN1! y! GluN2A! estarían! relacionados! con! el!
establecimiento/persistencia! de! la! plasticidad! sináptica,! por! ejemplo,! contribuyendo! a! la!
transición!de!una!LTP!temprana!a!una!LTP!tardía,!en!algún!momento!luego!de!la!inducción?!
¿Podría!ser!el!incremento!en!la!relación!GluN2A/GluN2B!una!consecuencia!adaptativa!




¿Los! valores! aumentados! de! GluN2A! en! los! animales! Tg! estarían! relacionados! con!



































































VECTORES! AMPLICÓN! COMO! HERRAMIENTAS! PARA! EL!
ESTUDIO!DE!LAS!SUBUNIDADES!DEL!RNMDA!
El!rol!de!los!RNMDA!del!hipocampo!en!plasticidad!sináptica!y!su!relación!con!memoria!y!
aprendizaje,! han! sido! estudiados!mediante! bloqueo! farmacológico! y!manipulación! genética,!
incluyendo!knockout!(KO)!condicional!de!la!subunidad!GluN1!en!neuronas!de!CA1!(McHugh!y!
col.,! 1996;! Tsien! y! col.,! 1996).! Sin!embargo,! a!pesar!de! ser! condicionado,! este!KO!no!quedó!
restringido! al! hipocampo,! además! de! haber! comenzado! tempranamente! en! la! vida! de! los!
animales.!!
Los! agentes! farmacológicos! disponibles! para! estudiar! el! rol! de! las! distintas!
subunidades! del! RNMDA! no! son! suficientemente! selectivos.! En! consecuencia,! distintos!
receptores,! en! muchas! células! y! sinapsis,! resultan! bloqueados! por! dichos! fármacos,!
imposibilitando! un! análisis! discriminado! (Köhr,! 2006).! Estos! antecedentes! denotan! la!
necesidad! de! desarrollar! nuevas! herramientas! que! permitan! un! estudio! selectivo! de! los!
subtipos!de!RNMDA,!a!través!de!su!modificación!de!manera!estable!y!selectiva,!que!pueda!ser!
restringida!en!el!tiempo!y!el!espacio.!!
Los! vectores! amplicón,! derivados! del! virus! herpes! simplex! tipo! 1! (HSV]1),! son!
herramientas!valiosas!para!el!estudio!del! rol!de!genes!y!proteínas!específicas.!Estos!vectores!
han!sido!manipulados!genéticamente!para!carecer!de!secuencias!génicas!virales!por!lo!que,!en!
general,! no! resultan! tóxicos! para! las! células.! Los! efectos! citopáticos! son! limitados! y! la!
respuesta! inmune!es! leve!cuando!se! los!emplea!en!dosis!adecuadas! (Costantini! y! col.,! 1999;!
Fraefel!y!col.,!1996;!Olschowka!y!col.,!2003;!Tsitoura!y!col.,!2009).!Pueden!albergar!insertos!de!
hasta! 150! kpb! de! ADN,! tienen! elevada! estabilidad! y! permiten! obtener! producciones! de!











el! vector! GluN1! portador! de! la! secuencia! para! ARN! antisentido,! mostraron! un! deterioro!
notable! en! la! capacidad! para! aprender/recordar! cuando! se! evaluó! su! desempeño! en! tareas!
comportamentales!(Adrover!y!col.,!2003;!Cheli!y!col.,!2002,!2006)!.!!
El!VIRUS!HERPES!SIMPLEX!TIPO61!!









• Envoltura! lipídica! de! origen! celular,! donde! se! encuentran! glicoproteínas! y! otras!
proteínas!de!membrana,!muchas!de!ellas!involucradas!en!la!entrada!a!la!célula,!mediada!
por!receptores.!
El! ADNdc! lineal! de! 152! kpb,! densamente! empaquetado! en! la! cavidad! de! la! cápside!





El! genoma! del! HSV]1! ha! sido! completamente! secuenciado! (McGeoch! y! col.,! 1988,!
1986,!1985).!Codifica!al!menos!84!genes!virales,!que!pueden!ser!divididos!en!genes!esenciales!
y!no]esenciales,!según!su!expresión!sea!necesaria!o!no!para!el!crecimiento!viral!en!cultivos!de!
células! permisivas.! Los! genes! HSV]1! no! contienen! secuencias! intrónicas,! a! excepción! de!
aquellos! codificando! ICP0,! ICP22,! ICP47,! UL15! y! LAT.! Los! genes! no]esenciales! en! general!
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codifican! funciones! que! son! importantes! para! la! interacción! específica! virus]hospedador! in(




premisa! para! el! desarrollo! de! vectores! derivados! de! HSV]1! para! terapia! génica! (de! Silva! y!
Bowers,!2009).!En!contraste,! la!mayoría!de! los!genes! involucrados!en! la!entrada!del!virus,! la!







un! vector! amplicón,! derivado! del! HSV]1.! Las! tres! partículas! comparten! los! elementos! estructurales:!
envoltura!lipídica!con!proteínas!de!envoltura,!cápside!icosaédrica!y!tegumento.!La!diferencia!entre!ellas!
radica! en! su! genoma:! el! HSV]1! LaLΔJ! posee! un! genoma! derivado! del! genoma! del! HSV]1! salvaje,! con!
deleción! del! gen! ICP4,! esencial! para! su! replicación,! y! del! gen! γ34.5! que! codifica! para! el! factor! de!





viral:! los! orígenes! de! replicación! de! ADN! viral! y! las! señales! de! clivaje/empaquetamiento.! El!
HSV]1!contiene!3!orígenes!de!replicación!líticos,!2!de!ellos!localizados!cerca!de!los!segmentos!













El! HSV]1! presenta! tropismo! epitelial! natural,! altamente! adaptado! al! entorno! del!
sistema!nervioso!del!organismo!hospedador,!por! lo!que! los!vectores!derivados!de!HSV]1!son!
mayormente! utilizados! para! infectar! neuronas! y! células! gliales.! EL! HSV]1! posee! varias!
caracteríticas!que!lo!hacen!especialmente!interesante!como!vector:!






• Tiene! una! gran! capacidad! para! incluir! transgenes,! pudiendo! contener! multiples!
transgenes,!o! transgenes!grandes! (aproximadamente! la!mitad!del!genoma!es!no]
esencial! en! células! en! cultivo! y! pueden! ser! eliminados! sin! comprometer! la!
replicación! viral,! permitiendo! albergar! cantidades! considerables! de! ADM!
transgénico).! Los! vectores! amplicón! derivados! del! HSV]1! carecen! de! casi! la!
totalidad!del!genoma.!
• Los! vectores! HSV]1,! deficientes! para! la! replicación,! pueden! ser! producidos! con!
altos!títulos.!
• La! habilidad! para! establecer! un! estado! latente! en! neuronas! puede! ser! muy! útil!
para!la!expresión!de!los!transgenes!terapéuticos!a!largo!plazo.!
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• El! genoma! HSV]1! no! se! integra! en! los! cromosomas! del! hospedador,!
manteniéndose! en! forma! episomal! y! reduciendo! el! riesgo! de! mutagénesis!
insercional.!
Spaete! y! Frenkel! (Spaete! y! Frenkel,! 1982)! reportaron! la! generación! natural! de!
genomas!HSV]1!completamente!defectivos,!que!carecían!de!casi! todos! los!genes!trans.!Estos!
genomas!defectivos!estaban!formados!principalmente!por!repeticiones!de! las!dos!secuencias!
no]codificantes! del! HSV]1:! los! orígenes! de! replicación! del! ADN! y! las! señales! de!
clivaje/empaquetamiento.! Es! más,! demostraron! que! estos! genomas! defectivos! se! podían!
replicar! y! empaquetar! en!partículas! en!presencia!de!un! virus! auxiliar!que!aportara! todas! las!
funciones!virales!en!trans,!demostrando!así!que!los!orígenes!de!replicación!y!las!secuencias!de!
clivaje/empaquetamiento! eran! las! únicas! secuencias! cis! requeridas! para! la! replicación! y! el!
empaquetamiento! de! un! genoma! de! virus! defectivo.! Esas! secuencias! cis! del! genoma! HSV]1!






origen! de! replicación! de! ADN! bacteriano! y! una! gen! de! resistencia! a! un! antibiótico,! que!
permitan! su! amplificación! en! bacterias,! (ii)! un! origen! de! replicación! de! ADN! HSV]1!
(generalmente!oriS),! (iii)!una!secuencia!de!clivaje/empaquetamiento!del!HSV]1! (pac!o!a),! (iv)!
una! unidad! de! transcripción! expresando! un! gen! reportero,! generalmente! codificando! la!
proteína!verde!fluorescente!(EGFP),!útil!para!identificar!las!células!infectadas!por!los!vectores!y!
que! facilitan! la! titulación!de! las!producciones!de!vectores,! y! (v)!un! sitio!de! clonado!múltiple!
para!introducir!el!o!los!trnagenes!de!interés!(Spaete!y!Frenkel,!1982).!
Los! transgenes! de! interés! pueden! ser! clonados! en! el! plásmido! amplicón! mediante!
técnicas! de! clonado! convencionales.! El! plásmido! resultante! puede! ser! empaquetado! en!
partículas! virales! para! ser! usados! para! transducir! células! o! tejidos.! Desde! el! punto! de! vista!
estructural,! los! vectores! amplicón! son! partículas! virales! estructuralmente! e!





permitiendo! estudiar! funciones! complejas! del! SNC! como! ansiedad,! comportamiento! sexual,!
aprendizaje! y! memoria.! Además,! los! vectores! amplicón! están! siendo! utilizados! para! el!
desarrollo!de!nuevas!estrategias!de!terapia!experimental!contra!enfermedades!hereditarias!y!
adquiridas! que! afectan! al! sistema! nervioso,! incluyendo! enfermedades! neurodegenerativas!
(Jerusalinsky! y! col.,! 2012;! Marconi! y! col.,! 2010;! Zhang! y! Geller,! 2010;! Zou! y! col.,! n.d.),!








• Los! dos! elementos! del! HSV]1! requeridos! para! permitir! la! replicación! y! el!
empaquetamiento!en!viriones!(las!secuencias!oriS!y!pac),!comprenden!menos!
de!1!kpb.!Ya!que!la!partícula!del!HSV]1!puede!empaquetar!hasta!153!kpb,!esto!
implica! que! una! partícula! amplicón! podría! acomodar! largos! fragmentos! de!
ADN!exógeno,!incluyendo!múltiples!transgenes,!transgenes!largos!o!secuencias!
regulatorias! largas.!Esta!es! la!característica!más!sobresaliente!de! los!vectores!




kb,! y! los! vectores! adeno]asociados!pueden!acomodar!hasta!4! kb! (Nev! y! col.,!
2005;!Sena]Esteves!y!col.,!2000).!
• Dependiendo! del! tamaño! del! plásmido! amplicón,! se! pueden! empaquetar!
varias! copias! del! transgén! en! una! única! partícula! (Kwong! y! Frenkel,! 1984),!
incrementando!de!esta!manera!la!dosis!transgénica!por!célula! infectada.!Esto!
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se! debe! a! que! la! replicación! del! genoma! amplicón! se! realiza! mediante! el!
mecanismo! de! círculo! rodante! mono]direccional,! generando! lasrgos!
concatémeros!compuestos!por!repeticiones!en!tándem!del!plásmido!amplicón,!
y!a!que!que!cada!partícula!HSV]1!siempre!cliva!y!empaqueta!una!molécula!de!
ADN! de! aproximadamente! 150! kpb,! que! representa! la! capacidad! de!
empaquetamiento!del!HSV]1!(Boehmer!y!Lehman,!1997).!
• Aunque!el!genoma!amplicón!no!contiene!genes!virales!y!por!lo!tanto!no!induce!
la! síntesis! de! proteínas! virales,! las! proteínas! estructurales! del! HSV]1!
(aproximadamente!40)!que!forman!el!virión!HSV]1!(las!mismas!que!forman!el!
virión! amplicón)! están! presentes! durante! la! infección! y! pueden! entonces!
pueden! desencadenar! señalización! celular! y! respuestas! celulares,!
probablemente! con! un! impacto! en! la! homeostasis! celular! y! la! expresión! de!
genes.! Sin! embargo,! estas! proteínas! desaparecen! rápidamente! y! la! célula!
puede!volver!a!sus! funciones!normales,! incluyendo! la!habilidad!de!dividirse!y!
de!responder!a!estímulos!fisiológicos.!Es!más,!la!ausencia!de!genes!virales!en!el!
genoma! amplicón! reduce! marcadamente! el! riesgo! de! reactivación,!
complementación!o!recombinación!con!genomas!HSV]1!latentes!o!residentes.!
• Luego! de! la! infección! primaria! en! células! epiteliales,! las! partículas! virales!
pueden! entrar! a! las! terminales! de! nervios! sensoriales! y! la! cápside! es!
movilizada! vía! transporte! retrógrado! axonal! hacia! el! cuerpo! de! las! neuronas!
del!ganglio!sensorial,!donde!el!virus!puede!establecer!una!infección!latente.!La!






la!habilidad!de! infectar!numerosos! tipos! celulares,! y! su!genoma!se!mantiene!
en!forma!episomal!en!el!núcleo!de!la!célula!infectada.!Debido!a!la!ausencia!de!
expresión!de! genes! virales,! el! amplicón!es! defectivo!para! la! replicación,! y! su!
existencia!como!episoma!produce!un!mantenimiento!estable!en!células!post]
mitóticas,!pero!produce!una!segregación!desigual!en!células!en!mitosis!activa.!
Debido! a! que! no! se! integra! en! el! genoma! del! hospedador,! los! vectores!
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amplicón! convencionales! no! producen!mutagénesis! insercional,! aumentando!
así!la!seguridad!de!estos!vectores!para!su!aplicación!en!terapia!génica.!
!
VECTORES! AMPLICÓN! COMO! UNA! POSIBLE! ESTRATEGIA! TERAPÉUTICA!
CONTRA!LA!EA!
El!ataque!de!los!Aβo!a!las!neuronas!se!postuló!como!un!“blanco”!fundamental!para!el!









que! llevó! a! cancelar! los! ensayos! (Orgogozo! y! col.,! 2003).! Resultados! alentadores! con!
inmunización!pasiva!con!anticuerpos!anti]Aβ!inyectados!sistémicamente!o!directamente!en!el!
cerebro,!abrieron!el!camino!para!ensayos!clínicos.!Esos!anticuerpos!anti]Aβ!fueron!capaces!de!








de! los! ensayos! clínicos! usando! IgGs! anti]Aβ! son:! la! inducción! de! respuesta! inflamatoria!
indeseable! por! la! porción! no! variable! Fc! del! anticuerpo! (Wilcock! y! col.,! 2004),! y! la! baja!
permeabilidad!de!la!barrera!hemato]encefálica!a!las!IgGs!(Pardridge,!2009).!
Decidimos! desarrollar! vectores! virales! neurotrópicos,! como! herramientas! que! nos!
permitieran!enviar!transgenes!al!SNC!(Cuchet!y!col.,!2007;!Jerusalinsky!y!col.,!2012)!afectando!
exclusivamente! la! expresión! de! las! subunidades! del! RNMDA! en! ciertas! neuronas,! con!
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restricción! espacial! y! temporal,! siendo! esta! alta! selectividad! y! la! detección! de! las! células!
afectadas,! ventajas! que! presentan! estos! vectores! virales! con! respecto! a! los! agentes!
farmacológicos!clásicos.!
! Estos!vectores!harían!posible!el! !estudio!del! rol!de! las!subunidades!regulatorias!del!
RNMDA! mayoritarias! en! estructuras! relacionadas! con! procesamiento! cognitivo,! GluN2A! y!
GluN2B,! por! ejemplo! en! hipocampo,! considerando! la! relevancia! de! dicha! estructura! en! la!



























 Decidimos! desarrollar! vectores! virales! neurotrópicos,! como! herramientas! que! nos!
permitieran!enviar!transgenes!al!SNC!(Cuchet!y!col.,!2007;!Jerusalinsky!y!col.,!2012)!afectando!
exclusivamente! la! expresión! de! las! subunidades! del! RNMDA! en! ciertas! neuronas,! con!
restricción! espacial! y! temporal,! siendo! esta! alta! selectividad! y! la! detección! de! las! células!
afectadas,! ventajas! que! presentan! estos! vectores! virales! con! respecto! a! los! agentes!
farmacológicos!clásicos.!
Estos! vectores! harían! posible! el! ! estudio! del! rol! de! las! subunidades! regulatorias! del!
RNMDA! mayoritarias! en! estructuras! relacionadas! con! procesamiento! cognitivo,! GluN2A! y!
GluN2B,! por! ejemplo! en! hipocampo,! considerando! la! relevancia! de! dicha! estructura! en! la!
formación! de! memorias! (Jarrard,! 1993;! Zola! y! Squire,! 2001)! y! su! importancia! en!
neuropatologías!como!la!EA!(Walsh!y!col.,!2002;!Walsh!y!Selkoe,!2004).!
! Por! otro! lado,! nos! propusimos! desarrollar! una! herramienta! que! permita! atenuar! los!
efectos!deletéreos!de!los!oAβ!in#vivo,!como!una!posible!terapia!experimental!contra!la!EA.!Con!
este! fin,! nos! propusimos! desarrollar! vectores! amplicón! para! expresar! un! scFv,! específico!











1. plásmidos! que! expresen! en!orientación! sentido! las! subunidades!GluN2A! y!
GluN2B,!para!expresar!dichas!subunidades.!!
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2. plásmidos! que! expresen! secuencias! de! ARN! AS! contra! las! subunidades!
GluN2A! y! GluN2B,! para! producir! una! disminución! de! la! expresión! de! las!
subunidades.!
ii. Producir!stocks!de!vectores!amplicón!(a!partir!de!los!plásmidos!construidos)!que!
puedan! ser!utilizadas! in# vitro! e! in# vivo,! para! lo! cual! deben!poseer! alto! título! y!
baja!contaminación!con!virus!auxiliar.!
















i. Construir! plásmidos! amplicón! que! expresen! el! scFv! NUsc1! bespecífico! contra!
oβAsb!intracelular!y!extracelularmente.!












































A! partir! de! un! plásmido! conteniendo! una! secuencia! de! interés,! se! extrae! dicha!





plásmido! aceptor! contiene! una! secuencia! que! codifica! la! resistencia! a! un! antibiótico!
(permitiendo! la! posterior! selección! de! las! bacterias! conteniendo! el! plásmido).! El! plásmido!
aceptor! se! abre! por! digestión! con! enzimas! de! restricción! específicas.! Si! la! digestión! genera!
extremos!no!compatibles,!esto!aumenta! la!probabilidad!de!obtener!una!correcta!orientación!
del!inserto!en!el!plásmido!aceptor!y!disminuye!la!probabilidad!de!que!el!plásmido!aceptor!se!
circularice! sin! incorporar! el! inserto.! De! ser! posible,! siempre! se! prefieren! los! extremos!
cohesivos!antes!que!los!romos.!
Tanto!para!el! inserto!como!para!el!plásmido!aceptor,!se!aislan! los! fragmentos!de! interés!
por!migración!en!gel!de!agarosa!0,5%Y1,5%,!dependiendo!del!tamaño!de!los!fragmentos.!Con!
la! ayuda! de! un! transiluminador! (BioRad)! se! identifica! la! banda! correspondiente! al! peso!













Figura!22.!Estrategia!general!de! clonado.!A!partir!de! los!plásmidos! “A”!y! “B”,! se!obtienen!el!
inserto! y! el! plásmido! aceptor! linearizado.! Estos! fragmentos! se! ligan! para! conformar! el! plásmido! de!
interés!“C”.!!
!
Una! vez! finalizada! la! ligación! del! plásmido! aceptor! y! el! inserto,! el! DNA! se! incorpora! en!
bacterias! altamente! competentes! (NEBY5Yalpha,! NEB),! por! transformación.! Brevemente,! se!
agrega! 1! μl! del! producto! de! ligación! a! una! suspensión! de! bacterias! altamente! competentes!
(NEBY5Yalpha,! Biolabs).! Se! incuba! en! hielo! por! 30! min! Se! aplica! un! choque! térmico! de!
exactamente!30!seg!a!42!oC!y! luego!se!incuba!por!5!min!en!hielo.!Se!agrega!200!μl!de!medio!
SOC! (NEB)! y! incuba! en! agitación! a! 37! oC! para! permitir! la! expresión! de! la! resistencia! al!
antibiótico! correspondiente,! si! la! hubiese.! Luego! se! siembra! la! suspensión! de! bacterias! en!
placas!de!agar!LuriaYBertani!(LB)!con!antibiótico,!para!realizar!la!selección!de!las!bacterias!que!





procede! a! amplificar! unas! 12! colonias! en! tubos! individuales! con! LB! líquido! y! antibiótico!
(“precultivos”),!que!se!incuban!por!16!horas!a!37!oC!en!continua!agitación.!
! Al!día!siguiente!se!seleccionan!los!precultivos!que!evidencien!crecimiento!bacteriano,!por!
observación! macroscópica! de! la! turbidez! del! medio.! A! partir! de! una! alícuota! de! estos!
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Figura! 23.! Técnica! general! de! clonado!molecular.! Con! el! producto! de! ligación! entre! el! plásmido!
aceptor! y! el! inserto,! se! transforman! bacterias! competentes! que! se! siembran! en! LB! agar! con! el!
antibiótico!correspondiente!para!realizar!así!la!selección!positiva!de!las!bacterias!conteniendo!plásmidos!
expresando! la!resistencia!al!antibiótico!agregado.!A!partir!de! las!colonias!se!realiza!un!precultivo!para!
amplificar! los! clones,! se! extrae! el! ADN! de! una! alícuta! de! cada! precultivo! y! se! verifica! la! correcta!
incorporación!del!inserto!en!el!plásmido!aceptor.!
!
Se! realiza! la! verificación! de! los! plásmidos! por! digestión! con! enzimas! de! restricción!
específicas! o! por! PCR! (esquematizadas! en! la! Figura! 24),! tal! que! permita! distinguir! entre! los!
plásmidos! de! interés! y! los! plásmidos! aceptores! vacíos! y,! de! ser! posible,! que! evidencie! la!

















realiza! una! nueva! verificación! por! digestión! o! por! PCR! del! ADN! obtenido.! Siempre! que! sea!
posible,!una!vez!amplificado!y!confirmado!el!clon!de!interés!por!nuevas!digestiones!y/o!PCR,!se!




















!Vero:! línea! celular! de! riñón! de! mono! verde! africano! (ATCC! CCL! 81)! (Yasumura! y!
Kawakita,!1963).!!
7b:! línea! celular! derivada! de! células! Vero,! que! expresa! las! proteínas! virales! ICP4! e!
ICP27,!esenciales!para!la!replicación!del!HSVY1!(Krisky!y!col.,!1998;!Marconi!y!col.,!1996).!
Gli36:! línea! celular!derivada!de!un!glioblastoma!humano,! gentilmente! cedidas!por!el!
Dr.!D.!Louis,!Harvard,!MA,!Estados!Unidos!(Kashima!y!col.,!1995).!












1%!de! antibióticos! (penicilina! 100!U/ml! y! estreptomicina! 100!μg/ml,! Invitrogen).! Se! realizan!
pasajes!1/10,!dos!veces!por!semana.!







mediante! un! mecanismo! de! tipo! "esponja! de! protones".! Se! siguen! las! indicaciones! del!
fabricante.! Para! transfectar! células! en! placas! de! 24! pocillos,! se! preparan! diluciones! de! los!




fresco.! Los! cultivos! se! incuban! en! un! incubador! humidificado! a! 37! oC! con! atmósfera!
conteniendo!5%!de!CO2.!
Los! cultivos! se! transfectan!mediante! la! técnica!basada!en! la! formación!de!complejos!
entre! lípidos! catiónicos! y! el! ADN,! utilizando! el! agente! transfectante! Lipofectamina! 2000!
(Invitrogen).! Se! siguen! las! indicaciones! del! fabricante! con! algunas! modificaciones.! Para!
transfectar! células! en! placas! de! 24! pocillos,! se! preparan! diluciones! de! los! plásmidos! a!
transfectar,! conteniendo! 0.8! μg! de! ADN! en! 50! μl! de! OptiYMem,! y! diluciones! del! agente!
transfectante! Lipofectamina! 2000! en! 50! μl! de! OptiYMem.! Se! agrega! la! dilución! de!
Lipofectamina! 2000! de! a! gotas! en! el! tubo! con! la! dilución! de! ADN,! y! se! incuba! por! 5!min! a!








TRANSFECCIÓN:! se! transfecta! el! plásmido! amplicón! en! células! 7b! utilizando!
Lipofectamina!2000!(Invitrogen),!siguiendo!las!indicaciones!del!fabricante.!
INFECCIÓN:!24!h!postYtransfección,!el!cultivo!previamente!trasfectado!se!infecta!con!el!







COSECHA:! entre! las! 48! y! 72! h! postYinfección! se! observa! bajo!miscoscopio! el! efecto!
citopático,! que! debe! ser! máximo! (células! redondeadas! y! refringentes,! que! comienzan! a!









AMPLIFICACIÓN:! se! puede! amplificar! la! producción! infectando! células! 7b! con! la!
producción!obtenida,! siguiendo! los! pasos! de! infección! y! cosecha!mencionados!previamente,!




Figura! 26.! Producción! de! vectores! amplicón.! Las! producciones! de! vectores! amplicón! se!
preparan! de! acuerdo! a! Zaupa! y! col.! (2003)! con! ligeras! modificaciones.! Se! transfecta! el! plásmido!
amplicón!en!una! línea!celular!que!transcomplemente! las! funciones!ausentes!en!el!virus!auxiliar.!24!hs!
después! se! infecta! con! el! virus! auxiliar! LaLΔJ.! Cuando! el! efecto! citopático! es! máximo! se! cosecha! la!
producción.! Se! puede! realizar! un! segundo! paso! de! purificación! infectando! células! que!
transcomplementen!las!funciones!ausentes!en!el!virus!auxiliar,!y!que!también!expresen!la!recombinasa!
Cre.! En!estas! células! se!elimina! la! secuencia!pac,! flanqueada!por! secuencias! LoxP,!por! recombinación!
sitioYespecífica! por! la! recombinasa! Cre.! De! esta! manera,! el! genoma! del! virus! auxiliar! no! puede!




realizar! una! etapa! de! purificación! siguiendo! los! pasos! de! infección! y! cosecha! mencionados!
anteriormente,!pero! infectando!células!TEYCRE!GRINA129! (en! lugar!de!7b)!a!una!MOI!de!0.5!
amplicón/célula.!
!Las! células! 7b! transfectadas! incorporan! un! plásmido! amplicón,! conteniendo! la!
secuencia! de! empaquetado,! el! origen! de! replicación! para! el! HSVY1,! un! gen! reportero! y! el!
transgén! de! interés.! Las! proteínas! virales! requeridas! para! la! replicación! y! empaquetado! del!
plásmido! amplicón! son! aportadas! por! el! virus! auxiliar,! con! excepción! de! la! ICP4.! Sin! esta!
proteína!no!puede!completarse!el!ciclo!viral,!por!lo!tanto!el!virus!auxiliar!es!defectivo!para!la!





con! la! producción!mixta! de! vectores! amplicón! y! virus! auxiliar,! Cre! induce! la! deleción! de! las!




Se! infectan!monocapas! de! diferentes! células! Gli36,! 7b! y! Vero! en!multiplacas! de! 12!
pocillos,!con!diluciones!seriadas!de!la!produción.!Se!descarta!el!medio!de!las!células,!se!realiza!
un! lavado! con! PBS! y! se! agrega! 200! µl! de! medio! 199! (Gibco)! suplementado! con! 1%! SFBi!
(Natocor)! y! P/S! (Gibco).! Se! infecta! cada! pocillo! con! un! inóculo! de! 100! µl! de! dilución! de!
producción,! de!manera!de! tener! duplicados.! Se! incuba!por! 15!minutos! en! agitación! suave! y!
luego!por!90!minutos!a!37!oC!en!incubadora!de!C02.!Una!vez!finalizada!la!infección,!se!descarta!
el!inóculo!por!aspiración!con!bomba!y!se!agrega!800!µl!medio.!Para!las!células!Gli36!se!utiliza!
medio! 199! suplementado! con! 1%! SFBi! y! P/S.! Para! las! células! Vero! y! 7b! se! utiliza! el!mismo!
adicionado! previamente! con! 1%! de! carboxiYmetilYcelulosa! (Gibco)! con! el! fin! de! obtener! un!
medio!con!mayor!densidad.!Los!cultivos!infectados!se!incuban!a!37!oC!en!incubadora!de!C02.!
A! las! 24! h! postYinfección! se! evalúa! en! las! células! Gli36! la! cantidad! de! células! que!
expresan!la!proteína!reportera.!Se!descarta!el!medio!por!aspiración!con!bomba!para!obtener!
un! campo!más! definido.! Por! observación! bajo!microscopio! de! fluorescencia! se! determina! el!
título! de! vectores! amplicón,! que! se! expresa! como! Unidades! Transductoras! por! mililitro!
(UT/ml).!
A! las! 72! h! postYinfección! se! evalúa! en! las! células! 7b! la! cantidad! de! Unidades!
Formadoras!de!Placa!(UFP).!Las!células!7b!transcomplementan!al!virus!auxiliar!(que!carece!del!
gen! que! codifica! la! proteína! ICP4),! permitiendo! así! que! el! virus! complete! su! ciclo! lítico.! Los!
virus!liberados!infectan!las!células!adyacentes,!de!manera!restringida!gracias!a!la!alta!densidad!











La! cantidad! de! vector! utilizado! para! la! infección! se! calcula! a! partir! del! número! de!
células!a!infectar,!y!el!título!de!los!vectores!obtenido!en!la!fase!de!titulación!y!la!MOI!deseada.!
El! título!de! los! vectores! representa! la! cantidad!de!vectores!presentes!por!ml!de! solución!de!
stock.! La! MOI! refleja! el! número! de! vectores! funcionales! por! célula.! A! mayor! MOI,! mayor!
cantidad! de! vectores! por! célula.! En! esta! tesis! se! utilizaron! MOIs! de! entre! 3! y! 10!
vectores/célula.!!
!Para!la!infección!en!placas!de!24!pocillos,!se!prepara!el!inóculo!diluyendo!el!volumen!









vectores/célula.!Para! la! infección!en!placas!de!24!pocillos,!se!prepara!el! inóculo!diluyendo!el!









de! 3:0.8! (75:10! mg/kg),! con! anestésicos! de! uso! veterinario! conteniendo! Ketamina! al! 50%!
(Ketonal®!o!Ketamina®)!y!Xilacina!al!2%!(Rompun®!o!Kensol®).!Para!la!cirugía!e!inyección!de!los!
vectores!se!utiliza!un!aparato!estereotáxico!para!pequeños!animales! (David!Kopf).!La!técnica!
quirúrgica! consiste! en! realizar! una! incisión! longitudinal! en! la! piel! que! recubre! el! dorso! del!
cráneo,! en! la! línea! media! interaural,! separando! luego! la! piel! y! divulcionando! la! fina!
musculatura;!se! legra! luego!suavemente! la!superficie!del!cráneo!con!instrumental!romo!para!
retirar! el! periostio.! Luego! se! realiza! la! craneotomía!bilateral! con! torno!de!odontología,! para!
inocular! bilateralmente! la! suspensión! de! vectores! empleando! un! sistema! de! inyección! que!
consiste! en:! una! jeringa! Hamilton! Yque! permite! inyectar! volúmenes! en! el! orden! de! los!
microlitrosY,!un!tubo!de!silicona!y!una!aguja!hipodérmica!descartable!de!acero! inoxidable!de!
calibre! 27! G,! a! la! cual! se! le! retira! el! soporte! para! poder! sujetarla! al! mástil! del! marco!








Figura!27.!Cirugía!y! región!de! inyección.!A)!Aparato!de!esterotaxia! con!animal! fijado!para! la!






2.3!mm.!Se! inocula!1!μl!de! suspensión!de!vectores! lentamente! Ydurante!2!minY,! se!espera!4!
min!y!luego!se!retira!la!aguja.!Se!cierra!la!incisión!en!la!piel!utilizando!pegamento!acrílico!y!se!
aplica! un! polvo! cicatrizante! (FarmYX).! Al! finalizar! la! cirugía! se! administra! una! dosis!
intramuscular! de! 5!mg/kg! del! antibiótico! Enrofloxacina! al! 5%.! Se! espera! 5! días! luego! de! la!






con! preferencia! hacia! los! lugares! oscuros.! Por! ello,! cuando! el! animal! es! depositado! en! el!
compartimiento! iluminado,! al! abrirse! la! compuerta! que! permite! el! paso! hacia! el!
compartimiento!oscuro,!el!animal!ingresa!a!este!compartimiento!y,!cuando!lo!hace,!recibe!una!
una!leve!descarga!eléctrica!que!actúa!como!estímulo!desagradable!(aversivo).!Si!aprendió!y!si!
se! formó! una! memoria,! la! reYexposición! del! animal! al! mismo! entorno! permitirá! evocar! el!
recuerdo!de!aquella!situación;!el!animal!relacionará!el!estímulo!desagradable!con!el!contexto!
de! la! jaula! y! el! paso! al! compartimiento! oscuro.! Aquí! se! asocia! la! memoria! espacial! con! la!
aversiva.!El!hecho!de!no!traspasar!la!compuerta!hacia!el!compartimiento!oscuro!y!permanecer!
en!el!compartimiento! iluminado! le!permitirá!evitar! la!descarga!eléctrica!desagradable.!Por! lo!
tanto,!el!aumento!del!tiempo!de!permanencia!en!el!compartimiento!iluminado!constituye!un!
indicador!del!aprendizaje!y!la!retención!de!esa!memoria.!Como!todo!aprendizaje!aversivo,!esta!
prueba! involucra! y! requiere! integridad! de! ciertas! estructuras! como! el! hipocampo! y! la!
amígdala.!!
Cada! rata! se! deposita! en! el! compartimiento! iluminado,! dentro! de! una! caja! acrílica!









compartimiento! iluminado! y! midiendo! la! latencia! en! pasar! al! compartimiento! oscuro!
(evocación).!En!la!sesión!de!test! los!animales!no!reciben!descarga!eléctrica.!El!desempeño!se!
evalúa!por!comparación!estadística!entre!las!latencias!de!las!sesiones!de!entrenamiento!y!de!




Figura! 28.! Caja! de! evitación! inhibitoria! en! su! versión! step%through.! La! caja! cuenta! con! un!
compartimiento!iluminado!y!otro!oscuro!que!se!encuentran!separados!por!una!compuerta,!y!una!grilla!
electrificable!como!piso.!
CONTROL!DE! LOS!POSIBLES!EFECTOS!DE! LA!CIRUGÍA,!DE! LA! INYECCIÓN!
ESTEREOTÁXICA!Y!DE!LOS!VECTORES!
Con!el!objetivo!de!estudiar!los!posibles!efectos!de!la!cirugía,!la!inyección!estereotáxica!




Como! se! muestra! en! la! Figura! 29,! en! la! tarea! de! CA! todos! los! grupos! evaluados!
evidenciaron! disminución! significativa! del! número! de! cruzamientos! en! el! día! del! test! con!
respecto!al!día!de!entrenamiento! (Figura!29,! izquierda),! verificando! la! formación!de!MLP!de!
habituación.!En!la!tarea!de!EI,!modalidad!step4down,!se!evidenció!aumento!significativo!de!la!
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latencia! de! descenso! desde! la! plataforma! en! el! día! del! test! comparado! con! el! día! de!
entrenamiento!(Figura!29,!derecha),!verificando!la!formación!de!MLP.!!
!




desempeño!entre! los!grupos!naïve,! inoculado!con!vehículo!e! inoculado!vector!un!vector!CTL.!
De! esta! manera! validamos! para! próximos! ensayos! el! uso! del! vector! CTL! como! control! y!
























































!Los! vectores! virales! de! tipo! amplicón! son! herramientas! para! la! transferencia! de!
transgenes! al! SNC.! Estos! vectores! presentan! mínima! toxicidad,! poseen! una! gran! capacidad!
para!albergar!transgenes!(hasta!150!kpb),!son!capaces!de!infectar!una!amplia!variedad!de!tipos!
celulares,! incluyendo! neuronas! y! células! epiteliales,! y! no! presentan! riesgo! de! producir!
mutagenesis! insercional,! ya! que! el! genoma! viral! no! se! inserta! en! el! genoma! de! la! célula!
infectada.!!
Para!estudiar!el!rol!de!los!diferentes!subtipos!de!RNMDA!en!la!formación!de!memorias,!




anticuerpo! monocatenario! (scFv)! específico! contra! oβA,! como! una! posible! herramienta!
terapéutica!experimental!para!atenuar!los!efectos!deletéreos!de!los!oβA!in#vivo.!
En! el! desarrollo! de! vectores! amplicón,! el! primer! paso! consiste! en! construir! los!
plásmidos!amplicón!que!posteriormente!conformarán!el!genoma!de!los!vectores.!En!base!a!los!
objetivos!planteados,!construimos!los!siguientes!plásmidos:!
pA2G2A(S)! y! pA2G2B(S):! plásmidos! amplicón! conteniendo! secuencias! que! codifican! en!
orientación! sentido! las! subunidades! GluN2A! y! GluN2B,! respectivamente,! para! expresar! o!
sobreXexpresar!dichas!subunidades.!
pA2G2A(AS)! y! pA2G2B(AS):! plásmidos! amplicón! conteniendo! secuencias! que! codifican!
en!orientación!antisentido!las!subunidades!GluN2A!y!GluN2B,!respectivamente,!para!expresar!
RNAs! antisentido! contra! las! subunidades,! con! el! fin! de! disminuir! la! expresión! de! dichas!
subunidades.!!





CONSTRUCCIÓN! DE! PLÁSMIDOS! AMPLICÓN! PARA! MODIFICAR! LA!
EXPRESIÓN!DE!LAS!SUBUNIDADES!GLUN2A!Y!GLUN2B!
Inicialmente,! intentamos! construir! plásmidos! amplicón! codificando! la! subunidades!
GluN2A!y!GluN2B,!obteniendo!dichas!secuencias!a!partir!de!plásmidos!conteniendo!el!marco!
abierto! de! lectura! (ORF,# del! inglés!Open# Reading# Frame)! de! las! mencionadas! subunidades,!
para! insertarlos!en!el!plásmido!amplicón!pA2! (también! llamdo!pAXEUA2!o!pAX(GFP)! (Cuchet!y!
col.,! 2005))! bajo! control! del! promotor! hCMV.! Aunque! pudimos! obtener! los! fragmentos!
esperados,! incubamos! los! fragmentos! con! la! ligasa! y,! con! el! producto! de! ligación,!
transformamos! bacterias! E.# coli! altamente! competentes! (Materiales! y! Métodos,! sección!
Transformación),!luego!de!la!selección!negativa!en!LBXagar!con!ampicilina!y!la!verificación!por!
digestión,!no!logramos!obtener!clones!conteniendo!el!inserto!(resultados!no!mostrados).!Estos!
resultados! podrían! explicarse! teniendo! en! cuenta! que! se! ha! reportado! que! algunos!
promotores! virales! (entre! ellos! el! promotor! hCMV)! son! capaces! de! iniciar! la! expresión! de!
secuencias! presentes! río! abajo! en! bacterias! (Goussard! y! col.,! 2003;! Lewin! y! col.,! 2005).! La!
expresión!de!las!subunidades!podría!resultar!tóxica!para!las!bacterias.!
!Planteamos!entonces!la!construcción!de!plásmidos!amplicón!conteniendo!los!ORFs!de!
las! subunidades! GluN2A! Y! GluN2B,! pero! en! este! caso! interrumpidas! por! un! intrón,! con! el!
objetivo!de!evitar!la!expresión!de!las!subunidades!en!bacterias.!Con!este!objetivo,!planteamos!













2A(Intrón).! Introducción! de! un! fragmento! de! 133! pb! (obtenido! por! PCR)! conteniendo! el! Intrón! del!!
plásmido!pCIXNeo,!en!el!sitio!PshAI!del!plásmido!pBSX2A.!














DNA! ligasa,! y! con! el! producto!de! esta! reacción! se! transformaron!bacterias!E.# coli! altamente!





por! otro.! Para! realizar! el! screening! por! PCR,! se! diseñaron! primers! específicos! a!
aproximadamente! 200! pb! río! arriba! y! 200! pb! río! arriba! del! Intrón,! y! se! corrió! el! programa!
(ScrInt)! en! un! termociclador! PTCX100! (BioXRad).! En! la! Tabla! 3! se! detalla! el! programa! de!
termociclado! y! los! primers! específicos! utlizados! para! el! plásmido! pBSX2A(Intrón)! y! para! el!
plásmido!pBSX2B(Intrón)!(ver!más!adelante).!!
!
Tabla! 3." Screening! por! PCR! de! los! plásmidos! pBSG2A(Intrón)! y! pBSG2B(Intrón).! Se! detalla! el!







Figura! 31.! Migración! en! gel! de! agarosa! 2%! de! los! fragmentos! obtenidos! por! PCR! y! por!
digestión! enzimática! del! plásmido! pBSG2A(Intrón)! y! pBSG2A.! Se! analizaron! varios! clones! para! pBSX







de!clonado!para!obtener!el!plásmido!pA2X2A(S)! (Figura!32)! ! y!el!plásmido!pA2X2A(AS)! (Figura!
33).!













el! buffer# utilizado,! luego! se! incubó! con! el! fragmento! de! Klenow! y! con! dNTPs! con! el! fin! de!
generar!extremos!romos,!y!luego!se!sometió!el!producto!de!reacción!a!migración!en!un!gel!de!
agarosa! 0,5! %.! Del! gel! se! extrajo! la! banda! correspondiente! a! 7744! pb! y! se! purificó! el! DNA!
utilizando! el! kit! comercial! Nucleospin# Extract# II.! De! esta! manera! se! obtuvo! el! fragmento!
pA2(NheIXBE),! que! se! digirió! con! la! enzima! NotI! y! luego! se! incubó! con! la! enzima! CIP! para!
defosforilar! los! extremos.! Se! obtuvo! así! el! fragmento! pA2(NheXBE/NotI).! Utilizando! el! kit!
comercial!Nucleospin#Extract# II! se!eliminó! la!mezcla!de!reacción!y!se!eluyó!el!DNA!con!agua.!
Finalmente,! se! cuantificó! la! cantidad! de! DNA! utilizando! un! espectrofotómetro! de!
microvolumen! (Nanodrop,! Thermo! Scientific).! Por! otro! lado,! se! digirió! el! plásmido! pBSX
2A(Intrón)!con! la!enzima!SalI.!Se!purificó!utilizando!el!kit!comercial!Nucleospin#Extract# II!y!se!
incubó!con!el!fragmento!de!Klenow!y!con!dNTPs!para!generar!extremos!romos.!Se!eliminó!la!
enzima! y! el! buffer! utilizando! el! kit! comercial!Nucleospin# Extract# II,! se! eluyó! con! agua! y! se!
incubó! con! la! enzima!de! restricción!NotI.! El! producto! de! la! digestión! se! corrió! en! un! gel! de!
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agarosa! 0,5! %.! Se! observó! el! patrón! de! bandas! esperado! (5025! pb! +! 2898! pb).! Se! cortó! la!
porción!de!gel!correspondiente!a!la!banda!de!5025!pb!y!se!extrajo!y!purificó!el!DNA!utilizando!
el!kit! comercial!Nucleospin#Extract# II.! Se!obtuvo!así! el! fragmento!2A(Intrón)(SalIXBE/NotI).! La!
concentración! de! DNA! se! determinó! utilizando! un! espectrofotómetro! de! microvolumen.!
Finalmente,! se! ligaron! los! fragmentos! pA2(NheXBE/NotI)! y! 2A(Intrón)(SalIXBE/NotI),! para!





BE/SpeI)! (compatible! con! NheI,! de! 5013! pb)! conteniendo! una! secuencia! que! codifica! la!
subunidad! GluN2A! Xcon! intrón! intercaladoX.! Este! fragmento! se! insertó! entre! los! sitios! NotIX
BE/NheI!(compatible!con!SpeI)!del!plásmido!amplicón!pA2.!
!

















Como!se!muestra!en! la!Figura!34,! se!verificaron! los!clones!positivos!pA2X2A(S)!y!pA2X
2A(AS)! por! digestión! con! enzimas! de! restricción.! Para! la! verificación! de! plásmido! pA2X2A(S),!
tanto! la! digestión! con! la! enzima! BsrGI! como! la! digestión! con! la! enzima! KpnI! permitieron!
discriminar!la!orientación!(sentido!y!antisentido)!del!inserto!2A(Intrón)!bajo!el!promotor!hCMV!
dentro!del!pA2.!Para!el!plásmido!pA2X2A(S)!se!verificaron!los!patrones!de!bandas!esperados!por!
digestión! con! las! enzimas! BsrGI! y! KpnI,! corroborando! la! orientación! sentido! del! inserto!
2A(Intrón).! Para! el! plásmido! pA2X2A(S)! se! verificaron! los! patrones! de! bandas! esperados! por!
digestión! con! las! enzimas! BsrGI! y! KpnI,! corroborando! la! orientación! antisentido! del! inserto!
2A(Intrón).!En!todo!plásmido!amplicón!es!esencial!verificar!la!presencia!de!la!secuencia!pac!de!




muestra! en! la! Figura! 34,! por! medio! de! digestión! con! EcoRI! se! verificó! la! presencia! de! la!




pasos:! 1)! la! construcción! de! un! plásmido! intermediario! pBSX2B(Intrón),! conteniendo! una!
secuencia!codificando!la!subunidad!GluN2B!con!un!Intrón!intercalado!y!2)!la!introducción!de!la!
secuencia! codificando! la! subunidad! GluN2B! –con! un! Intrón! intercaladoX! en! el! plásmido!
amplicón!pA2,!para!obtener!finalmente!los!plásmidos!amplicón!pA2X2B(S)!y!pA2X2B(AS).!





















enzimática! de! los! plásmidos! pBSG2B(Intrón)! y! pBSG2B.! Se! analizaron! distintos! clones! para! pBSX
2B(Intrón)!por!PCR!y!por!digestión!con!la!enzima!de!restricción!BstEII.!Para!la!verificación!por!PCR,!para!
el!clon!B1!se!observó!una!banda!de!468!pb!evidenciando!presencia!del!Intrón!en!el!plásmido.!Se!observa!
la! banda! esperada! de! 335! pb! para! el! control! negativo! pBSX2B.! Para! la! verificación! por! digestión,! se!
observó!el!patrón!de!bandas!esperado!para!el!clon!B1.!La!banda!que!diferencia!la!presencia!del!intrón!
(937! pb)! se! observa! en! el! patrón! para! el! clon! B1,! y! no! se! observa! en! el! control! negativo! pBSX2B.! Se!
continuó!la!estrategia!con!el!clon!B1.!!
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Como! se! observa! en! la! Figura! 36,! se! obtuvo! un! clon! positivo! (B1)! para! el! plásmido!
intermediario!pBSX2B(Intrón),!con!el!cual!se!inició!el!segundo!paso!de!la!estrategia!de!clonado!
para!obtener!los!plásmidos!amplicón!pA2X2B(S)!y!pA2X2B(AS).!
En! la! Figura! 37! se! esquematiza! el! segundo! paso! de! la! estrategia! para! obtener! los!
plásmidos! pA2X2B(S)! y! pA2X2B(AS),! conteniendo! una! secuencia! codificando! la! subunidad!
GluN2B! Xcon! un! intrón! intercaladoX,! en! posición! sentido! y! antisentido,! respectivamente.! Se!
digirió!el!plásmido!pBSX2B(Intrón)!con!la!enzima!FspI,!que!presenta!sitios!de!corte!flanqueando!
la! secuencia!de! interés!y!que!genera!extremos! romos.!Se!aisló!y! se!purificó!el! fragmento!de!
4871! pb! conteniendo! la! secuencia! que! codifica! la! subunidad! GluN2B! Xcon! un! intrón!
intercaladoX.! Por! otro! lado,! se! digirió! el! plásmido! pA2! con! la! enzima!NheI,! se! incubó! con! el!
fragmento! de! Klenow! para! generar! extremos! romos! y! se! defosfataron! sus! extremos! por!




Figura! 37.! Estrategia! de! clonado! para! los! plásmidos! amplicón! pA2G2B(S)! y! pA2G2B(AS).!
Introducción! de! un! fragmento! (FspI)! de! 4871! pb! conteniendo! el! ORF! de! GluN2B! con! un! intrón!








de! los!plásmidos!pA2G2B(S),!pA2G2B(AS)!y!pA2.!Por!digestión!con!enzimas!de! restricción! se!verificaron!
clones!positivos!para! los!plásmidos!pA2X2B(S)! (BS)!y!pA2X2B(AS)! (BAS).!Se!digirió!también!el!control!sin!
inserto!pA2.!Se!verificaron!los!patrones!de!bandas!esperados!para!las!digestiones!con!las!enzimas!BspHI,!
HindIII! y! XhoI,! que! permitieron! discriminar! la! orientación! del! inserto! 2B(Intrón).! Por! digestión! con! la!
enzima! EcoRI! se! confirmó! en! todos! los! plásmidos! la! presencia! de! una! banda! a! la! altura! de! 1273! pb,!
correspondiente! a! la! secuencia! pac! de! corte/empaquetamiento.! En! este! gel! se!migraron! también! los!
productos!de!digestión!del!plásmido!pA2XNUsc1(X59E)!(NU).!
Como!se!muestra!en!la!Figura!38,!las!digestiones!con!BspHI,!HindIII!y!XhoI!permitieron!
discriminar! la! orientación! sentido! y! antisentido! del! inserto.! Por! otro! lado,! por! digestión! con!






Con! el! objetivo! de! evaluar! la! capacidad! del! plásmido! pA2X2B(S)! para! expresar! la!
subunidad!GluN2B!y! la!capacidad!del!plásmido!pA2X2B(AS)!para!producir!un!knockdown!de! la!
subunidad! GluN2B,! realizamos! ensayos! de! transfeccción! en! células! HEKX293! utilizando! el!
agente!transfectante!Lipofectamina!LTX.!Transfectamos!los!plásmidos!pA2X2B(S)!y!pA2X2B(AS)!X
en!dos!dosisX.!Dado!que!la!presencia!de!la!subunidad!GluN1!es!esencial!para!poder!expresar!las!
subunidades! regulatorias,! coXtransfectamos!el! plásmido!GluN1m! (portador!de!una! secuencia!
que!codifica! la!subunidad!GluN1!de!ratón).!Como!control!positivo!de! la!expresión!de!GluN2B!
transfectamos! el! plásmido! GluN2Bm! (portador! de! la! secuencia! que! codifica! la! subunidad!
GluN2B! de! ratón).! Cosechamos! los! cultivos! 48! h! postXtransfección! y! los! analizamos! por!












expresión! de! la! subunidad! GluN2B,! tanto! la! expresada! por! el! plásmido! pA2X2B(S)! como! la!
expresada!por!un!plásmido!control!GluN2Bm!(GluN2B!de!ratón).!!!
Plásmidos!para!expresar!las!subunidades!GluN2A!y!GluN2B!
Como! se! indica! en! ! Materiales! y! Métodos! (sección! Expresión! de! subunidades! del!
RNMDA! en! células! B104),! se! verificó! la! expresión! de! las! subunidades! GluN1! y! GluN2A! en!
células! B104,! lo! cual! permite! simplificar! el! diseño! experimental! para! el! estudio! de! las!
subunidades! regulatorias!del!RNMDA! in# vitro.!Nos!propusimos!entonces!evaluar! la!eficiencia!
del!plásmido!pA2X2A(S)!para!sobreXexpresar!la!subunidad!GluN2A!y!corroborar!la!eficiencia!del!
pA2X2B(S)! para! expresar! la! subunidad! GluN2B! transfectando! los! plásmidos! pA2X2A(S)! y! pA2X
2B(S)! en! células! B104! utilizando! el! agente! transfectante! Lipofectamina! LTX.! 48! h! postX
transfección! observamos! los! cultivos! bajo!microscopio! de! epifluoresecencia,! cosechamos! las!




los! plásmidos! pA2X2A(S)! y! pA2X2B(S)! (Figura! 40.A).! Como! se! muestra! en! la! Figura! 40.B,! en!
células! B104! no! transfectadas! detectamos! expresión! tenue! de! la! subunidad! GluN2A,! sin!
detectar! expresión! de! la! subunidad! GluN2B.! La! expresión! de! GluN2A! fue! mayor! en! células!
B104! transfectadas! con! el! plásmido! pA2X2A(S)! que! en! células! no! transfectadas.! De! esta!
manera,!verificamos! la!eficiencia!del!plásmido!pA2X2A(S)!para!expresar! la!subunidad!GluN2A.!!






! Figura! 40.! Análisis! por!Western" blot! de! la! expresión! de! GluN2A! y! GluN2B! en! células! B104!
transfectadas! con! los! plásmidos! pA2G2A(S)! y! pA2G2B(S).! Se! transfectaron! células! B104! los! plásmidos!
amplicón! plásmidos! pA2X2A(S)! y! pA2X2B(S)! y! a! las! 48! h! se! observaron! los! cultivos,! se! cosecharon! y! se!





Una! vez! construidos! y! verificados! los! plásmidos! amplicón,! y! una! vez! evaluada! su!
eficiencia!por!transfección!en!líneas!celulares,!pasamos!a! la!etapa!de!producción!de!vectores!
virales.! Las! producciones! se! realizaron! siguiendo! el! protocolo! detallado! en! Materiales! y!
Métodos! (Sección! Producción! de! vectores! virales,! página! 96).! El! título! y! el! porcentaje! de!
contaminación! con! virus! auxiliar! para! cada! producción! se! determinó! como! se! detalla! en!
Materiales! y! Métodos! (Sección! Titulación! de! vectores! virales,! página! 99).! En! la! Tabla! 4! se!
detalla! el! título! de! vectores! amplicón,! el! título! de! virus! auxiliar! y! el! porcentaje! de!
contaminación! con! virus! auxiliar! para! cada! producción! de! vectores! realizada! a! partir! de! los!
plásmidos!construidos!y/o!utilizados!en!esta!Tesis.!!
Como!se!detalla!en!la!Tabla!4,!se!lograron!producciones!con!títulos!de!alrededor!de!108!
TU/ml! y! contaminación! con! virus! auxiliar! de! alrededor! del! 1X5! %,! (aproximadamente! un!
logaritmo! menos! que! las! producciones! anteriores).! No! se! detectaron! revertantes! en! las!
producciones!realizadas.!
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Vector'amplicón Título'vector Título'virus'auxiliar Contaminación'con
(TU/ml) (UFP/ml) virus'auxiliar'(%)
A2.2A(Intron)Sense 5,0E+08 3,0E+07 5%
A2.2A(Intron)Antisense 5,5E+06 1,6E+05 3%
A2.2B(Intron)Sense 4,2E+08 2,0E+07 5%
A2.2B(Intron)Antisense 9,7E+06 4,8E+05 5%
A2.LacZ 9,4E+06 4,2E+05 4%
A.mCherry 1,0E+07 3,4E+05 5%
A.GFP.mCherry 5,1E+08 1,7E+07 5%
A.mCherry.EYFP 6,2E+08 1,1E+07 5%
!
Tabla!4.!Producciones!de!vectores!amplicón.!Se!indica!el!nombre!del!vector!amplicón,!el!título!




vitro# como! in# vivo:# al! presentar! baja! contaminación,! se! reducen! al! mínimo! los! efectos!
indeseados!relacionados!con!la!expresión!de!genes!virales,!codificados!por!el!virus!auxiliar.!En!
la! inoculación! de! cualquier! solución! intraXhipocampo,! el! volumen! del! inóculo! es! limitante!
(entre!1!y!2!µl!como!máximo).!El!alto!título!de!estas!producciones!refleja!una!gran!cantidad!de!




antisentido! contra! las! subunidades! GluN2A! y! GluN2B,! nos! propusimos! evaluar! su! capacidad!
para!disminuir!la!expresión!de!dichas!subunidades.!Para!ello,!infectamos!cultivos!primarios!de!




subunidad! GluN2A,! infectamos! cultivos! primarios! de! neuronas! de! hipocampo! maduros! con!
vectores!2A(AS)!y!vectores!CTL,!a!una!MOI!de!3!vectores/célula.!Fijamos!los!cultivos!48!h!postX
! 123!
infección! y! analizamos! la! expresión! de! la! subunidad! GluN2A! por! inmunofluorescencia! (ver!






48! h! postGinfección! con! vectores! amplicón! 2A(AS)! y! CTL.!A)!Microfotografías! representativas! de! cada!







IF! CTL! 2A(AS)! 2A(AS)/CTL!
I! 0.600! 0.357! 59%!
II! 1.257! 0.645! 51%!
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En! la!Figura!41.A! se!muestran!microfotografías!de! los! cultivos!neuronales! infectados!
con!vectores!2A(AS)!y!CTL,!luego!del!ensayo!de!inmunofluorescencia!utilizando!un!anticuerpo!
específico!contra!la!subunidad!GluN2A.!Las!células!infectadas!se!identificaron!por!la!expresión!
de! la!proteína! reportera!EGFP,! codificada!por! secuencias!presentes!en! los! vectores!2A(AS)! y!
CTL.! En! los! paneles! A,! B! y! C! se! puede! observar! que! las! células! infectadas! con! el! vector! CTL!
presentan! inmunomarcación! similar! a! las! células! no! infectadas.! En! los! paneles! D,! E! y! F,! las!
células!infectadas!con!el!vector!2A(AS)!presentan!inmunomarcación!más!tenue!que!las!células!
no! infectadas.!En! laFigura!41.B! se!muestra!el!diagrama!de!barras!de! las!medias!±!SEM!de! la!
Inmunofluorescencia!Celular!Total!Corregida! (ICTC)!en!neuronas! infectadas/no! infectadas!en!dos!
ensayos! independientes! (IFXI! e! IFXII).! En! la! Figura! 23.C! se! detallan! las! medias! de! la! ICTC! y! la!
relación!entre!los!grupos!infectados!con!vectores!2A(AS)!y!CTL!para!cada!ensayo.!En!2!ensayos!
independientes,!hubo!disminución!significativa!Xde!alrededor!del!45%X!en!la!inmunomarcación!
contra! GluN2A! en! células! infectadas! con! el! vector! 2A(AS),! demostrando! de! esta! manera! la!
eficiencia!de!los!vectores!2A(AS)!para!disminuir!la!expresión!de!la!subunidad!GluN2A!in#vitro. 
En! un! segundo! ensayo! para! evaluar! la! capacidad! del! vector! amplicón! 2A(AS)! para!
disminuir! la! expresión! de! la! subunidad! GluN2A,! infectamos! cultivos! primarios! de! neuronas!
corticales! con! los! vectores! 2A(AS)! y! CTL! a! una! MOI! de! 3! vectores/céluas,! cosechamos! los!
cultivos! 48! h! postXinfección! y! analizamos! en! ellos! la! expresión! de! la! subunidad! GluN2A!
mediante!Western#blot!(ver!Capítulo!I,!Materiales!y!Métodos,!sección!Western#blot,!página!31)!
utilizando! un! anticuerpo! específico! contra! Glun2A.! La! Figura! 42muestra! el! análisis! de! los!
niveles! de! GluN2A! en! cultivos! de! neuronas! infectados! con! los! vectores! 2A(AS)! y! CTL! en! un!
ensayo!de!Western#blot.!
!
!! CTL! 2A(AS)! 2A(AS)/CTL!
media! 1.000! 0.406! 41%!
!
Figura! 42.! Niveles! de! GluN2A! en! cultivos! primarios! de! neuronas! infectadas! con! vectores!
amplicón!2A(AS)!y!CTL.!Tabla!indicando!las!medias!del!nivel!de!GluN2A!y!la!relación!entre!las!medias!de!
los!grupos!2A(AS)/CTL!en!cultivos!primarios!de!neuronas!corticales!infectados!con!vectores!2A(AS)!y!CTL!















(ver!Materiales! y!Métodos,! sección!Western# blot)! utilizando!un! anticuerpo! específico! contra!
GluN2B.!En!la!Figura!43!se!muestran!los!resultados!obtenidos.!
!
!! CTL! 2B(AS)! 2B(AS)/CTL!















infectados! con!vectores!2B(AS),! con! respecto!al!nivel! en! los! cultivos! infectados! con!vectores!
CTL,! indicando! que! la! infección! con! el! vector! 2B(AS)! sería! eficiente! para! producir! una!
disminución! de! la! expresión! de! GluN2B! in# vitro.! Esto! no! se! pudo! verificar! por!









Mediante! cirugía! esterotáxica! inoculamos! bilateralmente! ratas! adultas! jóvenes! con!
volúmenes! de! entre! 1! y! 2! µl! de! suspensión! de! vectores! amplicón! portadores! de! secuencias!
codificantes!de!AS!para! las! subunidades!GluN2A!o!GluN2B,!o!vectores!CTL,! intraXhipocampo.!
Esperamos! 5! días! luego! de! la! inoculación! para! permitir! la! recuperación! de! los! animales! y! la!
expresión!de!las!secuencias!codificadas!por!los!vectores,!y!entonces!expusimos!los!animales!a!
una! o! a! dos! sesiones! de! CA! de! 5! min! de! duración,! evaluando! su! desempeño! por! la!
cuantificación!del!número!de!cruzamientos!y!de!elevaciones.!min!a!min.!durante!cada!sesión.!!









!Figura!44.!Esquema!del!diseño!experimental.! !Mediante!cirugía!estereotáxica,! se! inocularon!
intraXhipocampo! vectores! amplicón! CTL,! 2A(AS)! y! 2B(AS)! en! ratas! adultas! jóvenes.! 5! días! postX
inoculación!se!iniciaron!los!estudios!comportamentales.!Algunos!animales!fueron!expuestos!a!una!única!
sesión!de!CA!y!fueron!eutanasiados!2!h!después!la!tarea,!disecándose!los!hipocampos!para!su!posterior!
análsis! por!Wester# nblot! (grupos! 1CA).! Los! animales! de! los! grupos! 2CAX2EI! fueron! expuestos! a! dos!
sesiones! sesiones! de! CA! separadas! por! 24! h,! 2! horas! después! fueron! entrenados! en! EI,! y! a! las! 24! h!
fueron!evaluadas!en!EI.!2!h!después!se!eutanasiaron!los!animales!y!se!obtuvieron!los!hipocampos!para!
su!posterior!análsis!por!Western#blot.!!
En! la! Figura! 45! se! muestra! el! desempeño! en! el! CA! de! los! animales! inoculados! con!
vectores!CTL,!2A(AS)!y!2B(AS)!en!la!primera!o!en!la!única!sesión!de!CA.!
!Para! los! cruzamientos! realizados! por! min! (Figura! 45.A),! hubo! disminuciones!
significativas! en! los!min! 2,! 3,! 4! y! 5! con! respecto! al! primer!min! de! la! sesión,! en! los! grupos!
inoculados! con! vectores! CTL! y! 2A(AS),! y! en! los!min! 4! y! 5! con! respecto! al! primer!min! de! la!
sesión,!en!el!grupo! inoculado!con!vectores!2B(AS).!Tanto!para! los!cruzamientos!en!el!primer!
min!de!la!sesión,!como!para!el!total!de!cruzamientos!realizados!por!cada!grupo!durante!los!5!





en! los! min! 4! y! 5,! ! en! el! grupo! inoculado! con! vectores! 2B(AS).! Tanto! para! los! elevaciones!
evaluadas! en! el! primer! min! de! la! sesión! (Figura! 45.C),! como! para! el! total! de! elevaciones!





Figura! 45.! Desempeño! en! la! primera! (1CA)! o! la! única! (2CAG2EI)! sesión! de! CA! de! animales!
adultos! jóvenes! inoculados! intraGhipocampo!con!vectores!amplicón!CTL,!2A(AS)!y!2B(AS).!Diagramas!
de!barras!de!las!medianas!con!rangos!intercuartiles!(0,25;!0,75)!de!los!cruzamientos!(A)!y!las!elevaciones!
(C)! durante! cada!min! de! la! sesión,! y! del! total! de! cruzamientos! (B)! y! elevaciones! (D)! en! los! 5!min! de!








Los! animales! del! grupo! 2A(AS),! a! pesar! de! haber! sido! inoculados! con! vectores! capaces! de!
disminuir!in#vitro#la!expresión!de!la!subunidad!GluN2A,!no!evidenciaron!un!deterioro!cognitivo!
respecto!a!esta!MT!con!componentes!espaciales.!Por!otro! lado,! los!animales! inoculados! con!





la! zona! de! inoculación! en! la! superficie! de! la! corteza! (pequeñas! hendiduras)! (N=6!
hipocampos/grupo).! Las!muestras! se! analizaron! por!Western# blot,! utilizando! los! anticuerpos!
específicos!para!las!subunidades!GluN1,!GluN2A!y!GluN2B,!y!para!el!control!de!carga!(GAPDH)!
(ver!Materiales!y!Métodos,!Sección!Western#blot,!página!VER).!Los!niveles!de!subunidades!del!
RNMDA! analizados! por!Western# blot! se! muestran! en! la! Figura! 46! para! la! inoculación! con!
vectores!2A(AS),!y!en!la!Figura!47!para!la!inoculación!con!vectores!2B(AS).!
!
Figura! 46.! Niveles! de! las! subunidades! GluN2A! (A)! y! GluN1! (B)! en! hipocampos! de! ratas!




Los! valores! de! las! subunidades! se! normalizaron! al! control! de! carga!GAPDH! y! al! grupo!CTL.!A."Nivel! de! la!
subunidad!GluN2A!(medias!±!SEM):!CTL,!1.000!±!0.321;!2A(AS),!0.674!±!0.209;!B)!Nivel!de!la!subunidad!GluN1!
(medias! ±! SEM):! CTL,! 1.000! ±! 0.293;! 2A(AS),! 1.411! ±! 0.298.! Comparación! entre! grupos! por! t! test! para!






vitro! en! células! en! cultivo,! no! se! haya! reflejado! en! una! disminución! equivalente! in# vivo,!







Figura! 47.! Nivel! de! la! subunidad! GluN2B! en! hipocampos! de! ratas! inoculadas! con! vectores!
2B(AS)! y! CTL.! Se! inocularon! vectores! amplicón! CTL! y! 2B(AS)! intraXhipocampo! y! bilateralmente! en! ratas!
adultas.! 5! días! postXinocualción! se! evaluó! el! desempeño! de! los! animales! en! una! sesión! de! CA.! 2! horas!
después!se!eutanasiaron!los!animales!y!se!obtuvieron!los!hipocampos!(izquierdo!y!derecho)!individualmente.!
Se! analizó! el! nivele! de! la! subunidad!GluN2B!por!Western! blot.! Los! valores! de!GluN2B! se! normalizaron! al!
control!de!carga!GAPDH!y!al! grupo!CTL.!Niveles! de! la! subunidad!GluN2B! (medias! ±! SEM):! CTL,! 1.005! ±!
0.2099,! N=6;! 2B(AS),! 1.093! ±! 0.1927,! N=6;! Comparación! entre! grupos! por! t! test! para! muestras! no!
apareadas.!Insertos"inferiores:!bandas!representativas!de!cada!grupo.!
Como!se!muestra!en!la!Figura!47,!no!hubo!diferencia!significativa!en!los!niveles!de!la!
subunidad! GluN2B! entre! hipocampos! de! animales! inoculados! con! vectores! 2B(AS)! y! con!
vectores! CTL.! Este! ensayo! realizado! con! un! número! de!muestra! reducido! (N=6)! no! permitió!
alcanzar! una! definición! estadística,! por! lo! que! consideramos! que! este! fue! un! ensayo!
preliminar.!Es!factible!que!una!disminución!de!alrededor!del!33%,!como!la!alcanzada!in#vitro!en!




inoculados! con! vectores! expresando! secuencias! antisentido! contra! la! subunidad! GluN1,! la!
disminución! de! la! expresión! de! dicha! subunidad! en! tan! sólo! un! 6X7%! de! las! neuronas!





realizado! en! esta! Tesis.! De! esta! manera,! no! podemos! descartar! que! los! vectores! 2A(AS)! y!
2B(AS)!hayan!sido!efectivos!para!disminuir! la!expresión!de! las!subunidades,!y!en!el! futuro!se!
analizará! la! expresión! de! subunidades! de! manera! más! restringida,! por! ejemplo,! mediante!
inmunohistoquímica.!






Figura! 48.! Desempeño! de! animales! inoculados! con! vectores! CTL,! 2A(AS)! y! 2B(S)! en! dos!
sesiones! de! CA! separadas! por! 24! h.! Diagramas! de! barras! de! las! medianas! con! rangos! intercuartiles!
(0,25;!0,75)!para!los!cruzamientos!(A)!y!elevaciones!(B)!en!la!sesión!de!entrenamiento!(tr,!barras!lisas)!y!
en! la! sesión!de!prueba! (te,!barras! rayadas)!de!animales! inoculados!con!vectores!CTL,!2A(AS)!y!2B(AS)!
(barras!grises,!rosas!y!azules,!respectivamente).!Comparación!entre!entrenamiento!y!test!por!prueba!de!
Wilcoxon.! Comparación! entre! grupos! 2A(AS)! y! 2B(AS)! vs.! grupo! CTL! por! prueba! de! KruskalXWallis,!
seguido!por!prueba!de!comparaciones!múltiples!de!Dunn.!**!p!<!0.01,!***!p!<!0.001.!CTL,!N=11;!2A(AS),!
N=15;!2B(AS),!N=6.!!
Como! se! muestra! en! la! Figura! 48.A,! hubo! diferencias! significativas! entre! los!
cruzamientos! en! la! segunda! sesión! (prueba)! y! la! primera! sesión! (entrenamiento)! para! los!
animales! inoculados! con! vectores! CTL! y! 2A(AS).! Para! los! cruzamientos! en! la! sesión! de!
entrenamiento,! no! observamos! diferencias! significativas! entre! los! grupos! inoculados! con!









grupo! inoculado! con! vectores! CTL.! No! observamos! diferencias! significativas! entre! las!
elevaciones! de! la! sesión! de! prueba! y! la! de! entrenamiento! en! los! animales! inoculados! con!
















fueron! significativamente!mayores! en! la! sesión!de!prueba! con! respecto! a! las! latencias! en! la!
sesión! de! entrenamiento.! Es! decir! que! los! animales! inoculados! con! vectores! 2A(AS)! y! CTL!







de!EI.!A)!Diagramas!de!barras!de! las!medianas!con!rangos! intercuartiles! (0,25;!0,75)!para! las! latencias!
medidas!en!la!sesión!de!entrenamiento!(tr,!barras!lisas)!y!en!la!sesión!de!prueba!(te,!barras!rayadas)!en!
la! tarea!de!EI!en!animales! inoculados!con!vectores!CTL,!2A(AS)!y!2B(AS)! (barras!grises,! rosas!y!azules,!
respectivamente).!B)!Diagramas!de!barras!de!las!medianas!con!rangos!intercuartiles!(0,25;!0,75)!para!la!




relativamente! bajo! (N=6).! Un! número!mayor! de! animales! debería! ser! estudiado! para! poder!
obtener!una!definición!estadística.!
A!las!2!h!de!finalizada!la!prueba!de!EI,!los!animales!fueron!eutanasiados.!Se!obtuvieron!
sus! hipocampos! y! se! realizaron! homogenatos! individuales! que! fueron! analizados! mediante!
Western! blot! para! evaluar! los! niveles! de! las! subunidades!GluN1! y!GluN2A! (ver!Materiales! y!
Métodos,!sección!Western!blot).!











ensayo! comportamental! se! eutanasiaron! los! animales! y! se! disecaron! los! hipocampos! (izquiero! y!
derecho).!Los!valores!de!las!subunidades!se!normalizaron!al!control!de!carga!GAPDH!y!al!grupo!CTL.!Se!
graficaron! las!medias!±!SEM!para! los!niveles!de!GluN2A! (A)!y!GluN1!(B)!normalizados.!A)!CTL,!1.000!±!
0.114,! N=16;! 2A(AS),! 0.774! ±! 0.061,! N=17.! B)! CTL,! 1.000! ±! 0.289,! N=5;! 2A(AS),! 0.567! ±! 0.068,! N=8.!
Comparación! entre! grupos! por! t! test! para! muestras! no! apareadas.! Insertos" inferiores:! bandas!
representativas!de!cada!grupo.!!
Como! se! muestra! en! la! Figura! 50,! y! aunque! no! hubo! diferencias! estadísticamente!
significativas! en! los! niveles! de! GluN2A! (Figura! 50.A)! ni! de! GluN1! (Figura! 50.B)! entre!
hipocampos! de! ratas! inoculadas! con! vectores! 2A(AS)! e! hipocampos! de! ratas! inoculadas! con!
vectores! CTL,! observamos! una! marcada! tendencia! de! disminución! en! los! hipocampos! de!
animales! inoculados! con! vectores! 2A(AS),! tanto! para! la! subunidad!GluN2A! (p=0.0843)! como!
para!la!subunidad!GluN1!(p=0.0797).!!
La!cantidad!de!células!afectadas!in#vivo!es!pequeña!comparada!con!la!gran!cantidad!de!
células! no! infectadas,! por! lo! que,! de! producirse! un! KD! de! las! subunidades! en! las! células!
infectadas,!este!resultado!podría!verse!enmascarado!en!el!nivel!total!debido!a!la!gran!cantidad!
de!células!no!que!no!presentarían!alteración!en! los!niveles!de! las!subunidades.!En!un! futuro!






! Para! desarrollar! vectores! virales! de! tipo! amplicón! como! una! posible! herramienta!
para!atenuar! los!efectos!deletéreos!de! los!oβA! in#vivo,! inicialmente!construimos!el!plásmido!
amplicón! pA2XNUsc1,! conteniendo! la! secuencia! codificante! del! scFv! NUSc1! (Velasco! y! col.,!
2012).!Al!secuenciar!los!plásmidos!(tanto!el!construido!por!nosotros!como!el!original!provisto!
por!el!Dr.!S.!Ferreira),!notamos!que!el!ORF!del!scFv!NUsc1!se!encontraba!interrumpido!por!un!
codón! de! terminación! amber! (TAG),! generando! una! proteína! de! tan! sólo! 58! aminoácidos,!
cuando!la!secuencia!del!scFv!NUsc1!completa!seguida!por!los!His8tag!y!Myc8tag#consta!de!282!
aminoácidos,! generando! una! proteína! de! 29.4! kDa.! Velasco! y! col.! (2012)! expresaron! el! scFv!
NUsc1!completo!en!bacterias!E.#coli!TG1!(Velasco!y!col.,!2012).!Teniendo!en!cuenta!que!ésta!es!










de! la! célula! transfectada.! Construimos! entonces! el! plásmido! amplicón! pA2XSPXNUsc1(X59E),!
conteniendo! la!secuencia!NUsc1(X59E)!antecedida!por!el!péptido!señal!de! la!preXproXtripsina!
(SP)! (Stevenson!y!col.,!1986),!bajo!control!del!promotor!hCMV,!con!el! fin!de!expresar!el!scFv!
NUsc1(X59E)! en! el!medio! extracelular! y! en! la! vía! de! secreción! propuesta! para! los! oβA.! Este!
plásmido! expresa! igualmente! la! secuencia! codificante! de! la! EGFP! bajo! control! del! promotor!
viral! IE4/5,! lo! cual! nos! permite! cuantificar! las! partículas! virales! (titulación)! e! identificar! las!
células!infectadas.!!
La! construcción! del! plásmido! pA2XSPXNUsc1(X59E)! se! realizó! utlizando! el! kit! de!







un! fragmento! de! 820! pb! conteniendo! el! scFv!NUsc1(X59E)! a! partir! del! plásmido! pA2XNUsc1(X59E).!2)!
Recombinación!homóloga!de! los! productos!de!PCR! con!el! plásmido!pA2! linearizado!por!digestión! con!
XbaI.!3)!Producto! final:! plásmido! amplicón! pA2XSPXNUsc1(X59E),! conteniendo! la! secuencia! codificante!
del!scFv!NUsc1(X59E)!antecedida!por!la!secuencia!de!Kozak!y!el!péptido!señal!de!la!preXproXtripsina,!bajo!
control!del!promotor!hCMV.!Como!puede!observarse,!este!plásmido!expresa!también!la!proteína!EGFP!
bajo! control! del! promotor! herpético! IE4/5.! En! esta! figura! no! se! han! representado! las! secuencias!
bacterianas!ni!el!módulo!amplicón.!
De! acuerdo! a! las! instrucciones! del! fabricante! diseñamos! primers! específicos! para!
generar!productos!de!PCR!que!luego!pudieran,!recombinación!homóloga!mediante,!formar!el!
plásmido! pA2XSPXNUsc1(X59E).! Por! PCR,! utilizando! los! primers! específicos! y! el! programa! de!






agregado! de! un! extremo!de! 15! pb! homólogas! al! plásmido! amplicón! en! posición! 5’,! y! de! un!
extremo!de!15!pb!homólogas!al!NUsc1(X59E)!Xsin!el!codón!de!iniciación!(ATG)X!en!posición!3’.!!
! Paso! Temperatura! Tiempo! !
!
Desnaturalización!
inicial! 98!˚C! 30!seg! !
! !! 98!˚C! 10!seg! !
! 35!ciclos! 61!˚C! 1!min! !
! !! 72!˚C! 1!min! !
! Extensión!final! 72!˚C! 10!min! !
! !! 4!˚C! indefinidamente! !








!Tabla! 5.! PCR! scFv:! condiciones! y! primers! utilizados! para! el! clonado! del! plásmido! pA2GSPG





II# (MachereyXNagel).! Utilizando! el! kit! comercial! In8Fusion! (Clontech)! se! llevó! a! cabo! la!
recombinación!homóloga!entre!el!plásmido!pA2(XbaI)!y!los!productos!de!PCR!SP!y!scFv.!Con!el!
producto!de! la! recombinación! se! transformaron!bacterias!E.# coli! (NEBX5Xalfa,!NEB)! según! las!
indicaciones!del!proveedor.!La!selección!negativa!se!realizó!por!siembra!en!placas!con!LBXagar!









de! los! plásmidos! pA2GNUsc1(X59E)! y! pA2.!Por! digestión! con! enzimas! de! restricción! se! verificaron! los!
clones!1!a!4!y!el!plásmido!pA2.!Se!verificaron!los!patrones!de!bandas!esperados!para!las!digestiones!con!
las!enzimas!XhoI!y!XbaI.!Por!digestión!con!la!enzima!EcoRI!se!confirmó!la!presencia!de!una!banda!a! la!





2! y! 3! para! el! plásmido! pA2XSPXNUsc1(X59E),! conteniendo! la! secuencia! codificante! del! scFv!
NUsc1(X59E)!precedida!por!el!SP!bajo!control!del!promotor!hCMV,!y! la!secuencia!codificante!




Para! evaluar! la! capacidad! de! los! plásmidos! amplicón! pA2XNUsc1(X59E)! y! pA2XSPX
NUsc1(X59E)!para!expresar!el!scFv!NUsc1(X59E),!realizamos!ensayos!de!transfección!en!células!
Gli36! utilizando! el! agente! transfectante! JetPrime.! 48! h! postXtransfección! recolectamos! el!
sobrenadante! (SN)!de!cada!cultivo!y! lo! centrifugamo!para!eliminar! restos!celulares.!Por!otro!
lado,! lavamos! las! células! con!PBS! y! las! cosechamos! y! centrifugamos! (pellet).! Para! evaluar! la!
! 139!
expresión! del! scFv! NUsc1(X59E),! de! 30! kDa,! anlizamos! las! muestras! por!Western# blot! (ver!
Materiales! y!Métodos,! sección!Western# blot)! utilizando! un! anticuerpo! específico! contra!HisX
tag.!Los!resultados!se!muestran!en!la!Figura!53.!
!
Figura! 53.! Análisis! de! la! expresión! del! scFv! NUsc1(X59E)! por! Western" blot! de! cultivos!
transfectados! con! los! plásmidos! pA2GNUsc1(X59E),! pA2GSPGNUsc1(X59E)! y! pA2GLacZ.! Se! transfectaron!
células! Gli36! ! con! los! plásmidos! amplicón! pA2XNUsc1(X59E)! y! pA2XSPXNUsc1(X59E)! y! con! un! plásmido!
amplicón!control! codificando!LacZ! (pA2XLacZ).!Se!analizó! la!expresión!del! scFv!NUsc1(X59E)!de!30!KDa!









Se! realizó! una! producción! de! vectores! amplicón! a! partir! del! plásmido! pA2XSPX
NUsc1(X59E)!y! se!obtuvo!un! título!de!109!UT/ml!y! contaminación!con!virus!auxiliar!del!30%.!
Debido! a! esta! última! caracterítica,! la! producción! no! fue! apta! para! iniciar! los! ensayos!


































DESARROLLO! DE! VECTORES! AMPLICÓN! PARA! MODIFCAR! LA!
EXPRESIÓN!DE!SUBUNIDADES!REGULATORIAS!DEL!RNMDA!
Con!el!fin!de!estudiar!el!rol!de!las!subunidades!regulatorias!del!RNMDA!en!los!procesos!
de! aprendizaje! y! memoria,! nos! propusimos! desarrollar! vectores! virales! de! tipo! amplicón!
capaces! de! modificar! la! expresión! de! las! subunidades! GluN2A! y! GluN2B,! que! son! las!
predominantes!en!el!hipocampo.!La!dificultad!para!realizar!estudios!farmacológicos!reside!en!
la!falta!de!agentes!suficientemente!selectivos;!existe! información!controvertida!acerca!de!los!
roles! de! las! subunidades! regulatorias,! tanto! en! plasticidad! sináptica! como! en! aprendizaje! y!
memoria,!aún!habiéndose!desarrollado!algunos!estudios!relevantes!por!manipulación!genética!
(Bannerman! y! col.,! 2008;! Brigman! y! col.,! 2010;! Jacobs! y! Tsien,! 2012;! Tang! y! col.,! 1999;! von!
Engelhardt!y!col.,!2008).!Nos!propusimos!entonces!desarrollar!vectores!amplicón!conteniendo!
las!secuencias!codificantes!de!las!subunidades!GluN2A!y!GluN2B,!en!orientación!sentido!para!




los! plásmidos.! Aunque! el! promotor! hCMV!es! un! promotor! de! eucariotas,! se! ha! demostrado!




de! las! células! eucariotas,! las! procariotas! carecen! del! mecanismo! de! splicing.! Para! evitar! la!
expresión!de!las!subunidades!en!bacterias,!insertamos!un!intrón!intercalado!en!el!ORF!de!cada!
una! de! las! subunidades,! obteniendo! el! plásmido! amplicón! pA2`2A(S),! conteniendo! una!
secuencia! que! codifica! la! subunidad! GluN2A! `con! intrón! intercalado`,! bajo! el! control! del!
promotor!hCMV,!y!el!plásmido!amplicón!pA2`2B(S),!conteniendo!una!secuencia!que!codifica!la!
subunidad! GluN2B! `con! intrón! intercalado`,! bajo! el! control! del! mismo! promotor! hCMV.! En!
células!transfectadas!con!los!plásmidos!pA2`2A(S)!y!pA2`2B(S),!demostramos!su!eficiencia!para!





Construimos! plásmidos! conteniendo! las! secuencias! codificantes! de! las! subunidades!








caso! del! vector! A2`2B(AS),! ! los! resultados! sugieren! fuertemente! que! sería! efectivo! para!
disminuir!la!expresión!de!GluN2B.!













deberán! realizarse,! en! un! futuro,! ensayos! de! inmunohistoquímica! en! cortes! de! cerebro.!
Lamentablemente,!ninguno!de! los!anticuerpos!ensayados,!que!fueron!útiles!para! los!ensayos!







Los! animales! inoculados! intra`hipocampo! con! vectores! A2`2A(AS)! evidenciaron!MT! y!
MLP,! tanto!en!el!CA!como!en!EI.!Estos! resultados! indican!que! la! inoculación!de!vectores!A2`
2A(AS)!no!tuvo!efecto!deletéreo!sobre! la!formación!de!una!memoria!de!habituación!sencilla,!
con! componentes! espaciales,! ni! sobre! una!memoria! asociativa! con! componentes! aversivos.!!
Sin!embargo,!se!ha!reportado!que!ratones!con!KO!de!la!subunidad!GluN2A!o!de!su!dominio!C`
terminal!intracelular,!presentaron!deterioro!en!la!MT!espacial!y!disminución!de!la!preferencia!
por! la! novedad,! pero! no! presentaron! alteraciones! en! la! memoria! de! referencia! espacial!
(Bannerman!y!col.,!2008).!Por!otra!parte,!fue!propuesto!que!se!requiere!la!pérdida!combinada!
de!GluN2B!y!GluN2A!(o!GluN1!per(se)!en!CA1,!para!producir!déficits!de!memoria!en!algunas!
tareas! de! aprendizaje! espacial! (Brigman! y! col.,! 2010).! Entonces,! pareciera! que! los! efectos!
sobre! el! aprendizaje! y! la! memoria! ! producidos! por! el! KD! de! GluN2A! en! el! hipocampo! son!
sutiles! y! difíciles! de! discriminar,! sugiriendo! que! no! tendría! un! papel! determinante! en! la!
adquisición! de! diversas! memorias! –incluyendo! algunas! con! componentes! espaciales! o!
aversivos–.!!!
Algunos!animales!inoculados!intra`hipocampo!con!vectores!A2`2B(AS)!se!habituaron!al!
CA!dentro!de! la! sesión!de!5!min,!pero!a!diferencia!de! los! inoculados! con!vectores!CTL! y!A2`
2A(AS),! los! parámetros! exploratorios! disminuyeron!menos! y!más! tardíamente,! sólo! hacia! el!
final!de! la! sesión.!Es!decir!que,!aunque!algunos!animales! con!vectores!A2`2B(AS)!expresaron!








embargo,! Guscott! y! col.! (2003)! no! observaron! alteraciones! en! el! aprendizaje! ni! en! la!













algunos! aprendizajes! (reversión! espacial! y! MT),! pero! no! todos! (referencia! espacial)! los!




En! nuestro! laboratorio! demostramos! que! el! bloqueo! farmacológico! de! RNMDA`
GluN2B,! con! el! antagonista! relativamente! selectivo! ifenprodil,! luego! de! una! sesión! de!
entrenamiento! en! EI! con! un! estímulo! sub`umbral,! así! como! luego! de! una! sesión! de!
entrenamiento!en!la!tarea!de!LO,!facilitó!la!consolidación!de!las!MLP!de!esas!tareas!(Cercato!y!
col.,!2014).!Sin!embargo,!el!posible!KD!de!la!subunidad!GluN2B!con!el!vector!respectivo!habría!
impedido! la! formación! de! MLP! del! CA! y! de! la! EI,! como! aquí! se! reportó;! es! decir! que! los!
RNMDA`GluN2B! podrían! ser! requeridos! para! la! adquisición! de! estas! memorias.! Una!
interpretación! plausible! sería! que! estos! receptores! tendrían! un! rol! inhibitorio! durante! la!
consolidación!de!la!memoria,!mientras!que!su!actividad!sería!requerida!durante!el!aprendizaje.!!
ANEXO:! DESARROLLO! DE! VECTORES! AMPLICÓN! PARA! EXPRESAR! UN!
SCFV!ESPECÍFICO!CONTRA!oβA!
La! EA,! principal! causa! de! demencia! en! ancianos,! se! caracteriza! por! acumulación!
anormal!del!péptido!βA!en!el!cerebro.!Existen!numerosas!evidencias!que!indican!que!los!oβA!
(y! no! necesariamente! las! fibras! insolubles,! que! también! se! originan! por! agregación! del! βA)!






neuronas! y! suprimía! la! producción! de! ROS,! inducida! por! los! oligómeros! en! esas! células,!
pensamos!que!un!posible!blanco!para!evitar!dicha!unión!podría!ser!alguna!de!las!subunidades!
regulatorias! del! RNMDA.! Se! reportó! que! la! unión! ocurriría! preferencialmente! a! nivel! del!
RNMDA`GluN2B! (Ferreira! y! col.,! 2012).! Paralelamente! demostramos! que! el! bloqueo!
farmacológico! de! esos! receptores! en! el! hipocampo,! facilitaba! la! consolidación! de! algunas!
memorias!(Cercato!y!col.,!2014).!!
Desarrollamos!un!vector!AS!contra!esa!subunidad!y!comenzamos!a!estudiar!el!rol!de!la!






maduros! de! neuronas! (22`30! DIVs)! la! actividad! de! los! RNMDA! reprime! la! traducción! de!
GluN2B,!mientras! que! el! bloqueo! prolongado! de! los! RNMDA! libera! dicha! represión! (Chen! y!
Bear,!2007).!Así,!la!activación!exagerada!de!los!RNMDA`GluN2B!por!los!“ligandos!con!ganancia!
de! función”! oβA,! podría! reprimir! la! expresión! de! nuevos! RNMDA`GluN2B! en! las! sinapsis,!
llevando!a!un!aumento!de!la!relación!GluN2A/GluN2B.!Una!actividad!exagerada!de!los!RNMDA!
sería!excitotóxica!y,!aunque!en!conjunto,!los!resultados!obtenidos!y!los!datos!de!la!bibliografía!
permiten! especular! que! la! actividad! en! las! sinapsis! excitatorias! protegería! a! las! neuronas! y!




in( vivo,( ha! resultado! una! estrategia! arriesgada! y! compleja,! ya! que! esta! molécula! cumpliría!
funciones! fisiológicas! importantes! (Giuffrida! y! col.,! 2009;! Puzzo! y! col.,! 2008).! Estimular! los!
mecanismos!de!depuración,!especialmente!por! inmunoterapia!anti`βA,!se!presentó!entonces!
como!una!estrategia! terapéutica!atractiva.!Algunos!candidatos!basados!en!esta!estrategia!ya!




posiblemente! inducida! por! la! respuesta! inmune!mediada! por! células! T,! llevó! a! cancelar! los!
ensayos! (Orgogozo! y! col.,! 2003).! Resultados! alentadores! con! inmunización! pasiva! con!
anticuerpos! anti`βA! inyectados! sistémicamente! o! intra`cerebro,! abrieron! el! camino! para!
ensayos!clínicos!usando!esas!moléculas.!Esos!anticuerpos!anti`βA!fueron!capaces!de!bloquear,!
e!incluso!revertir,!la!toxicidad!asociada!al!βA,!tanto!in(vitro!como!in(vivo(en!modelos!animales!
(Dodart! y! col.,! 2002;! Klyubin! y! col.,! 2008;! Kotilinek! y! col.,! 2002).! Sin! embargo,! todas! las!
inmunoglobulinas!G!(IgGs)!anti`βA!sometidas!a!ensayos!clínicos!hasta!el!momento,!fallaron!en!
producir! alguna! mejoría! cognitiva! significativa! en! los! pacientes,! a! diferencia! de! lo! que! se!
observó! en! modelos! animales.! Una! posible! explicación! para! esta! paradoja! es! que! los!
anticuerpos!anti`βA!ensayados!no!son!sensibles!a!conformación,!es!decir,!que!reconocen!el!βA!
en! todas! las! conformaciones,! incluyendo! monómeros! y! fibras,! lo! que! reduciría!
significativamente! los!niveles!de!anticuerpo! libre!para! interactuar! con! los!oβA!en! los! tejidos!
blanco.! Otros! factores! relevantes! que! pueden! haber! afectado! el! desarrollo! de! los! ensayos!
clínicos! usando! IgG! anti`βA,! son! la! inducción! de! respuesta! inflamatoria! indeseable! por!
intermedio! de! la! porción! no! variable! –Fc–! del! anticuerpo! (Wilcock! y! col.,! 2004)! y! la! baja!
permeabilidad! a! las! IgG! de! la! barrera! hemato`encefálica,! dado! su! alto! peso! molecular!
(Pardridge,!2009).!La! inmunización!pasiva!con!scFv!específicos!anti`oβA!podría!constituir!una!
solución! terapéutica! para! etapas! tempranas! de! la! EA,! con! la! selectividad! necesaria! y! sin! la!
inflamación!indeseable;!pero!aún!resta!solucionar!la!accesibilidad!y!disponibilidad.!!
Lambert! y! col.! (2007)!desarrollaron! y! caracterizaron!un!anticuerpo!monoclonal!NU1,!
que! reconoce! oligómeros! aislados! de! tejidos! de! pacientes! con! EA! y! bloquea! la! unión! a!
neuronas!de!oβA,!tanto!los!derivados!de!pacientes!humanos!como!los!de!péptidos!sintéticos;!!
con!preferencia!por!oβA!sintéticos!de!alto!peso!molecular!(mayor!a!50!kDa).!Este!anticuerpo!








Una! de! las! dificultades! a! resolver! para! encarar! esta! posible! terapia! experimental!
contra!la!EA,!es!que!la!acción!del!scFv!sería!requerida!en!el!lugar!donde!se!generan/acumulan!
los!oβA,!es!decir,!intracerebralmente.!Se!ha!sugerido!que!los!oβA!empiezan!a!formarse!dentro!
de! las! neuronas! y! así,! sus! primeros! efectos! deletéreos! podrían! desencadenarse!
intracelularmente! (Cuello! y! col.,! 2012;! Figueiredo! y! col.,! 2013).! Por! otro! lado,! junto! con! el!
grupo! de! Sergio! Ferreira,! nuestro! grupo! demostró! que! la! ganancia! de! función! del! RNMDA!
estaría!mediada!por!unión!de!los!oβA!–presentes!en!el!espacio!extracelular–!al!mismo!receptor!
o!a!su!entorno!(Decker!y!col.,!2010).!Luego,!Ferreira!y!col.!(2012)!reportaron!que!la!unión!sería!










con! el! objetivo! de! expresar! dicho! scFv! intracelularmente.! La! secuencia! que! codifica! el! scFv!
NUsc1!incluye!un!codón!que!es!interpretado!como!un!aminoácido!en!bacterias!supresoras!del!
codón!amber! (Su! y! col.,! 2003),! como! lo! son! las!E.(Coli! TG1!utilizadas!por!el! grupo!de!Sergio!
Ferreira.! Pero! en! células! eucariotas,! ese! codón! es! interpretado! como! una! señal! de!
terminación.! Por! ello,! en! células! eucariotas! la! secuencia! NUsc1! generaría! una! proteína!
truncada.!Para!poder!expresar!el! scFv!NUsc1!en!células!eucariotas,! realizamos!una!mutación!
puntual!(X59E)!en!la!secuencia!que!codifica!el!scFv!NUsc1,!reemplazando!el!codón!amber!por!
un! codón! que! codifica! glutamato,! obteniendo! el! plásmido! amplicón! pA2`NUsc1(X59E)!
conteniendo! la! secuencia! NUsc1(X59E).! En! células! transfectadas! con! el! plásmido! pA2`
NUsc1(X59E),!sin!embargo,!no!logramos!evidenciar!expresión!del!scFv!NUsc1(X59E).!Debido!a!
la!naturaleza!hidrofóbica!de!los!scFvs,!éstos!podrían!ser!degradados!intracelularmente;!y!ésta!







SN! de! cultivos! de! células! eucariotas! transfectadas! con! el! plásmido! pA2`SP`NUsc1(X59E)! (con!
marca!tenue!en!el!pellet!celular),!lo!que!indica!que!el!scFv!fue!exportado.!!
Hasta! el! momento! de! presentar! esta! Tesis,! se! han! producido! vectores! amplicón! a!
partir! del! plásmido! pA2`SP`NUsc1(X59E),! con! un! título! de! 109! UT/ml,! pero! aún! con!
contaminación! elevada! (30%)! con! virus! auxiliar.! Esperamos! que! la! infección! de! neuronas! en!
cultivo! con! el! vector! A2`SP`NUsc1(X59E)! permita! que! se! exporte! una! concentración!
significativa!del!scFv,!de!manera!que!pueda!ejercer!su!función!neutralizando!a!los!oβA!fuera!de!
las! células,! evitando! que! éstos! se! unan! a! la! membrana! neuronal! (particularmente! a! las!
sinapsis)!y!desencadenen!los!consecuentes!efectos!deletéreos!en!las!neuronas!(Decker!y!col.,!
2010).! También! sería! esperable! que! el! scFv! actuara! en! la! vía! de! secreción,! donde! está!
postulado!que!serían!producidos! los!oβA,!al!menos!en!parte!(ver!Sisodia!y!St!George`Hyslop,!
2002).! En! un! futuro! próximo! se! podría! desarrollar! un! vector! que! contuviera! una! señal! de!





























DEL! RNMDA! EN! PROCESOS! RELACIONADOS! CON! EL! APRENDIZAJE! Y! LA!
MEMORIA!
RESUMEN!DE!LOS!RESULTADOS!OBTENIDOS!Y!CONCLUSIONES!
Estudiamos! la! habituación! a! un! ambiente! novedoso! en! animales! de! genotipo! salvaje!
(Controles)! y! en! un! modelo! de! EA,! contemplando! dos! grupos! etáreos:! animales! adultos!
jóvenes! y! de! 1! año! de! edad.! Mediante! la! exposición! a! un! CA! y! la! cuantificación! de! los!
parámetros!exploratorios!(cruzamientos!y!elevaciones),!evaluamos!memorias!dependientes!de!
hipocampo,!estructura!que!se!encuentra!afectada!tempranamente!en!la!EA.!Estudiamos!la!MT!











los! Controles! en! el! desempeño! en! el! CA,! ya! que! los! parámetros! exploratorios!
totales!fueron!menores!en!los!Tg.!
• Estudiamos! los! niveles! de! las! subunidades! GluN1,! GluN2A! y! GluN2B! del! RNMDA! en!










y! GluN2A! fueron! similares! a! los! “basales”,! mostrando! la! transitoriedad! de! los!
cambios.!!
• En! Tg! adultos! jóvenes! hubo! una! marcada! tendencia! de! aumento! de! las!
subunidades!GluN1!y!GluN2A!70!min!luego!de!una!sesión!de!habituación!al!CA.!
• En!cambio,!en!animales!de!1!año!tanto!Controles!como!Tg,!los!niveles!de!GluN1!y!




• En! todos! los! grupos! de! animales! Tg! de! 1! año,! los! niveles! de! GluN2A! fueron!
mayores! que! en! Controles! de! 1! año,! indicando! una! regulación! diferente! o! una!
desregulación!en!las!subunidades!del!RNMDA.! 
Investigamos! la! localización! celular! de! los! cambios! detectados! a! los! 70! min! de! la!
habituación!en!un!modelo!in'vitro,!en!el!que!previamente!se!han!observado!cambios!símil_LTP.!
Para! ello,! expusimos! cultivos! de! neuronas! de! hipocampo! a! pulsos! de! KCl! repetidos! y!
analizamos!por! inmunofluorescencia! los!niveles!de! las!subunidades!GluN1,!GluN2A!y!GluN2B!
en!“dendritas”!y!en!cuerpos!neuronales,!a!distintos!tiempos!luego!de!la!estimulación.!
• 30!min!luego!de!la!estimulación,!hubo!aumento!de!los!puntos!de!GluN1!y!GluN2A!




un!cambio!en! la!regulación,!con!aumento!neto!de! las!proteínas! (por! incremento!
de!su!síntesis,!como!se!demostró!luego).!!
• Los! aumentos! in' vitro! están! en! concordancia! con! los! observados! in' vivo! en!
animales!adultos!jóvenes!luego!de!aprendizaje.!
! 155!
Los! incrementos! transitorios! en! GluN1! y! GluN2A,! observados! en! animales! jóvenes,!
podrían! estar! relacionados! con! el! establecimiento/persistencia! de! la! plasticidad! sináptica,!
aunque!nuestros!resultados!sugieren!que!el!cambio!no!sería!requerido!para!establecer!la!MLP.!!
Un!incremento!en!la!relación!GluN2A/GluN2B!podría!ser!una!consecuencia!adaptativa!
compensatoria/homeostática,! una! vez! que! la! sinapsis! sufre! algún! cambio! plástico,!




DESARROLLO! DE! VECTORES! VIRALES! DE! TIPO! AMPLICÓN! PARA!!
MODIFICAR!LA!EXPRESIÓN!DE!GLUN2A!Y!GLUN2B!
Desarrollamos! vectores! de! tipo! amplicón! capaces! de! modificar! la! expresión! de! las!
subunidades!GluN2A!y!GluN2B!in'vitro.!
• Construimos! los! plásmidos! pA2_2A(S)! y! pA2_2B(S)! conteniendo,! respectivamente,!
las! secuencias! codificantes! de! las! subunidades! GluN2A! y! GluN2B! con! ORF!
interrumpidos!por!un! intrón!para!evitar! la!expresión!en!bacterias.!Verificamos! la!
expresión! de! las! subunidades!GluN2A! y!GluNB! en! líneas! celulares! transfectadas!
con!los!plásmidos.!
• Construimos! los! plásmidos! pA2_2A(AS)! y! pA2_2B(AS)! conteniendo! secuencias! AS!
contra!las!subunidades!GluN2A!y!GluN2B!respectivamente,!interrumpidas!con!un!
intrón! para! evitar! la! expresión! en! bacterias.! En! cultivos! transfectados! con! el!
plásmido! pA2_2B(AS),! verificamos! su! efectividad! para! producir! un! KD! de! la!
expresión!de!GluN2B.1!!
!




• A!partir!de! los!plásmidos!construidos,! realizamos!producciones!de!vectores,! con!
alto!título!y!baja!contaminación!con!virus!auxiliar,!aptas!para!su!uso' in'vitro!e' in'
vivo.! Los! resultados! sugieren!que!el! vector!2B(AS)! fue!efectivo!para!producir!un!
KD! de! GluN2B! en! cultivos! primarios! de! neuronas! de! hipocampo! infectados! con!
dicho!vector,!y!verifican!la!efectividad!de!los!vectores!2A(AS)!para!producir!un!KD!
de!GluN2A!en!cultivos!primarios!de!neuronas.!!
En! suma,! construimos! esos! vectores! con! éxito,! logrando! los! objetivos! propuestos,!
siendo!aptos!para!utilizarlos!in'vivo.!!
• Evaluamos!el!desempeño!en!CA!y!en!EI!de!ratas!inoculadas!en!el!hipocampo!con!





hipocampo! no! sería! necesaria! para! adquirir! y/o! consolidar! estas! memorias;! mientras! que!
GluN2B! sería! requerida! posiblemente! para! la! adquisición! de! esas! memorias! (ya! que! otros!
ensayos!de!nuestro! laboratorio!mostraron!un!rol!diferente!de! los!RNMDA_GluN2B!durante! la!
consolidación).!!!
DESARROLLO! DE! UNA! HERRAMIENTA! PARA! NEUTRALIZAR! LOS! oβA! IN#
VIVO!COMO!POSIBLE!TERAPIA!EXPERIMENTAL!CONTRA!LA!EA.!
• Construimos! el! plásmido! pA2_SP_NUsc1(X59E)! conteniendo,! bajo! control! del!
promotor! hCMV,! el! péptido! señal! de! pre_pro_tripsina,! seguido! por! la! secuencia!
para!el!scFv!NUsc1,!con!una!mutación!puntual!(X59E)!para!posibilitar!su!expresión!
en!células!eucariotas.!
• Verificamos! una! abundante! expresión! del! scFv! NUsc1,! en! el! sobrenadante! de!
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